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Résumé

Les lésions cérébrales induisent une mort neuronale associée a des déficits
fonctionnels importants. Afin de pallier aux capacités limitées de régénération
spontanée des neurones du systéme nerveux central adulte, nous avons évalué,
dans un modele de 1ésion par aspiration du cortex moteur chez la souris adulte,
le potentiel de stratégies de remplacement cellulaire par la transplantation de
neurones embryonnaires ou dérivés de cellules souches, et la mobilisation des
cellules souches endogénes présentes dans la zone sous-ventriculaire (SVZ).
L’efficacité des neurones greffés dépend de leur capacité a adopter un phénotype
neuronal approprié et a établir des projections spécifiques vers I'hote. Nous
avons montré que les cellules embryonnaires transplantées immédiatement
apres la lésion dans le cortex moteur 1ésé se différencient en neurones matures
corticaux et envoient des projections appropriées vers les cibles du cortex
moteur. Nous avons montré qu’'introduire un délai d'une semaine entre la lésion
du cortex moteur et la transplantation augmente la vascularisation et la
prolifération des cellules transplantées, ainsi que la densité des projections
qu’elles développent. Par ailleurs, nous avons étudié la possibilité de générer des
neurones corticaux a partir de cellules souches humaines comme source
alternative de neurones a transplanter. Enfin, nous avons montré que la 1ésion
du cortex moteur induit une augmentation de la prolifération cellulaire et de la
neurogenese dans la SVZ, et favorise la migration des neuroblastes de la SVZ vers
le site de 1ésion.

Abstract

Damage to the adult motor cortex can lead to severe deficits in motor function.
One strategy for overcoming the generally limited capacity of the mature central
nervous system to regenerate axons in response to cell loss is cell replacement
based therapies. We studied brain repair strategies in a mouse model of motor
cortex aspiration lesion by using transplantation of embryonic neurons or stem
cells-derived neurons and by evaluating the potential of endogenous stem cells
found in the subventricular zone (SVZ). Neuronal transplantation efficacy
depends on the capacity of the transplanted cells to develop into appropriate
neuronal phenotype and establishment of specific connections. We have shown
that embryonic cells grafted immediately after lesion into the lesioned motor
cortex develop into mature neurons with appropriate phenotype and establish
projections towards appropriate targets. We have shown that introducing a
delay of one week between motor cortex lesion and transplantation enhances
graft vascularization, grafted cells proliferation and the density of transplant-to-
host projections. Besides, we have studied the possibility to generate cortical
neurons from human stem cells as an alternative source of neurons for
transplantation. Finally, recruitment of endogenous stem cells found in the SVZ
was examined in a mouse model of cortical lesion. We have shown that motor
cortex injury increases cellular proliferation and neurogenesis in the SVZ and the
migration of neuroblasts near the lesion site via blood vessels and astrocytes
assisted migration.
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AVANT-PROPOS



Diverses  conditions pathologiques  d’origines  traumatiques ou
neurodégénératives peuvent entrainer des lésions cérébrales associées a une mort
cellulaire et entrainant des déficits fonctionnels.

Durant ma thése, je me suis intéressée aux mécanismes de réparation
cérébrale dans un modeéle de lésion corticale chez la souris. Plus précisément, nous
avons exploré le potentiel de stratégies de remplacement cellulaire : d’'une part, par
la transplantation de neurones corticaux embryonnaires ou de neurones
corticaux dérivés de cellules souches ; et d’autre part, par la mobilisation des cellules
souches endogénes présentes au sein du systéme nerveux central adulte.

Aussi, en introduction de ce travail, aprés une description générale de
I'organisation du cortex et des principales étapes de sa mise en place pendant le
développement, je présenterai un état de l'art des résultats obtenus dans le
domaine de la transplantation de neurones corticaux. Enfin, je reviendrai sur le
potentiel thérapeutique des cellules souches endogénes.

Le travail réalisé pendant ma thése a mené a quatre articles en préparation
ou soumis dans des revues scientifiqgues a comité de lecture.

Les deux premieres études ont été réalisées dans un modele de
transplantation de neurones corticaux embryonnaires chez I’adulte apres lésion par
aspiration unilatérale du cortex moteur. L'utilisation de ce modéle a permis
récemment de mettre en évidence les capacités insoupgonnées de repousse axonale
et de réparation anatomique des voies |ésées par les neurones transplantés au sein
du systéme nerveux central mature. En tirant avantage de I'utilisation d’embryons
surexprimant la protéine fluorescente verte (GFP), il a en effet été démontré dans ce
modeéle que les neurones greffés émettaient des projections vers les cibles corticales
et sous corticales appropriées, y compris a longue distance vers la moelle épiniere,
permettant ainsi une reconstruction point-a-point des voies motrices lésées. De plus,
ces fibres sont myélinisées, et les neurones transplantés établissent des contacts
synaptiques avec I’'h6te (Gaillard et al., 2007).

L’efficacité de la transplantation neuronale dépend fortement de la capacité
des cellules transplantées a adopter un phénotype cellulaire approprié et a mettre
en place des connexions spécifiques. L'objectif de la premiére étude était donc (1)

d’étudier la composition cellulaire des transplants (2) d’analyser dans le temps la



maturation des neurones embryonnaires transplantées et les projections qu’ils
développent vers les cibles du cortex moteur.

Par ailleurs, la survie des cellules transplantées dépend de l'apport en
oxygene et en composés métaboliques qu’elles regoivent via le réseau vasculaire. Il a
été suggéré qu’introduire un délai entre la |ésion et la transplantation permettrait la
libération de facteurs trophiques, la diminution des niveaux de facteurs
neurotoxiques et le développement de la vascularisation, et favoriserait ainsi la
survie des transplants (Nieto-Sampedro et al., 1983, Gibbs et Cotman, 1987 ;
Gonzalez et Sharp, 1987 ; Grabowski et al., 1994). Nous avons, dans notre seconde
étude, analysé l'influence d’un délai entre la lésion et la transplantation sur le
développement et la vascularisation des neurones transplantés. Ainsi, hous avons
étudié l'influence d’un délai sur (1) le développement spatio-temporel de la
vascularisation et des projections développées par les neurones transplantés a
différents temps in vivo et post-mortem (2) la prolifération cellulaire et la survie des
neurones greffés a différents temps post-mortem (3) la récupération a long terme
des fonctions motrices affectées par la Iésion.

L'utilisation thérapeutique de neurones embryonnaires souffrant de limites
notamment éthiques et logistiques, nous avons par ailleurs évalué le potentiel de
sources alternatives de cellules que représentent les cellules souches. Une étude
récente a laquelle a contribué notre équipe a démontré la possibilité, par un procédé
étonnamment simple, de générer des neurones corticaux a partir de cellules souches
embryonnaires de souris. Cette corticogenése in vitro présente des similitudes
majeures avec celle s’établissant durant le développement cortical ; et les neurones
ainsi générés sont capables de s’intégrer aux réseaux neuronaux in vivo apres
transplantation selon un profil spécifique (Gaspard et al., 2008). De plus, la
découverte récente de la possibilité d’inverser I’horloge cellulaire en reprogrammant
des cellules somatiques humaines en cellules souches pluripotentes (Takahashi et
Yamanaka, 2006) offre de nouvelles perspectives dans les domaines de modélisation
développementale ou pathologique et de réparation cérébrale par thérapie
cellulaire. Nous avons donc étudié dans notre troisieme étude les mécanismes de

corticogenése in vitro a partir de cellules souches humaines embryonnaires et



induites et analysé leur développement in vivo aprés transplantation dans le cortex
moteur chez la souris nouveau-né.

Par ailleurs, nous savons depuis quelgues décennies maintenant que des
évenements neurogéniques persistent de maniére continue dans certaines zones du
cerveau adulte. Cette neurogenése secondaire suscite I'intérét de la communauté
scientifique ; utiliser cette source de cellules pour remplacer les neurones détruits en
conditions pathologiques représente une solution alternative ou complémentaire a
la transplantation neuronale. Nous avons donc évalué dans notre derniére étude la
prolifération des cellules souches endogénes de la zone sous ventriculaire suite a
une lésion corticale par aspiration, et étudié leur mode de migration jusqu’au site de

lésion.



INTRODUCTION



. Le cortex cérébral

Le cortex cérébral chez I'adulte est organisé en un grand nombre d’aires
distinctes qui different par leur architecture cellulaire, leurs connexions et leurs
propriétés physiologiques.

Ce chapitre expose des éléments de prolifération, migration et

différenciation des neurones corticaux.

A. Généralités sur I'organisation du cortex
cerebral

Le néocortex est la partie la plus externe des hémisphéres cérébraux (jusqu’a
4,5 mm d’épaisseur chez I’humain). Il est impliqué dans les fonctions cognitives
supérieures telles que la conscience, le langage, la perception sensorielle, le
raisonnement spatial ou encore les commandes motrices volontaires.

Il est composé de nombreuses aires associées a différentes fonctions, et

présente une organisation laminaire (en couches) et verticale (en colonnes).

1. Les couches corticales

Les techniques de coloration, telles que les colorations de Nissl ou de Golgi,
permettent de visualiser les cellules du cerveau. Elles ont permis, il y a plus d’un
siecle, en se basant sur des différences cytoarchitecturales (taille, type et densité
cellulaire), d’identifier 6 couches laminaires dans le cortex chez le primate, et de

délimiter plus de 40 aires corticales (Brodmann, 1905).




Les couches corticales sont numérotées de | a VI a partir de la surface
corticale (Figure 1). La couche | (couche moléculaire) contient principalement des
fibres nerveuses orientées horizontalement et des cellules gliales mais aussi
guelques cellules de Cajal-Retzius et neurones étoilés. La couche Il (couche
granulaire externe) est constituée de neurones granulaires de petite taille. Elle regoit
les afférences provenant des autres zones du cortex cérébral (afférences cortico-
corticales). La couche lll (couche pyramidale externe) est formée de cellules
pyramidales qui envoient principalement des projections cortico-corticales. La
couche IV (couche granulaire interne) est constituée de neurones étoilés et
pyramidaux. Elle regoit des afférences sous corticales, et du cortex controlatéral. La
couche V (couche pyramidale interne) contient de larges neurones pyramidaux ou
neurones a projection, qui émettent des projections vers des cibles sous corticales
ou corticales. La couche VI (couche polymorphe) contient des cellules pyramidales

gui projettent vers le thalamus.

2. Organisation en colonnes

En 1957, Vernon Benjamin Mountcastle étudie la réponse des cellules du
cortex somatosensoriel suite a leur stimulation électrique. Lorente de No avait déja
décrit quelques années plus tot les « cylindres verticaux » corticaux, mais c’est
Mountcastle qui introduit en premier le concept d’organisation en colonnes du
cortex cérébral (Mountcastle, 1957). Il propose alors que chaque colonne corticale,
d’un diamétre d’environ 250 a 500 pum, et s’étendant de la couche Il a la couche VI,
forme une unité anatomique et fonctionnelle élémentaire du cortex. Chaque
colonne est elle méme formée de plusieurs mini-colonnes, liées entre elles par des
connexions horizontales, et définies comme les plus petites unités d’organisation du
cortex. Elles mesurent de 40 a 50 um de largeur et contiennent chacune une
centaine de neurones (Bukhoeveden et Casanova, 2002). D’un point de vue
fonctionnel, les cellules qui composent une mini-colonne, partagent des propriétés

de réponse.
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Figure 1: Organisation laminaire du cortex. Les 6 couches corticales sont
délimitées selon 3 colorations (Golgi, Nissl et Weigert). (D’aprées Houdé et al.,
2002).

3. Composition cellulaire du cortex cérébral

a) Composante neuronale

Le cortex cérébral est composé en grande majorité (environ 80%) de
neurones pyramidaux. D’un point de vue morphologique, les neurones pyramidaux
corticaux ont un corps cellulaire de forme triangulaire et possédent une large

dendrite apicale orientée radialement vers la surface du cortex. Les neurones



pyramidaux sont de type excitateur et utilisent le glutamate comme
neurotransmetteur. Leurs dendrites possédent de nhombreuses épines dendritiques
ou s’établissent des contacts synaptiques. Ils sont particulierement nombreux dans
les couches II/11,V et VI, et sont absents de la couche I. Les neurones pyramidaux
émettent des projections vers les cibles corticales et sous corticales du cortex
cérébral.

Le cortex cérébral contient également environ 20% de cellules non-
pyramidales, a corps cellulaire ellipsoidal, et qui en général n'ont pas de dendrite
proéminente. Ces neurones ont des axones courts projettant localement, d’ou leur
nom d’interneurones. lls sont inhibiteurs et utilisent comme neurotransmetteur
I'acide y-aminobutyrique (GABA). lls ne constituent pas une population homogeéne,
et des tentatives de classification ont été réalisées sur la base de criteres
morphologiques, électrophysiologiques et d’expression génique (Peters et Regidor,

1981 ; Kawaguchi et Kubota, 1996 ; Cauli et al., 1997 ; Gupta et al., 2000).

b) Cellules gliales

On regroupe sous le terme de cellules gliales les astrocytes, les
oligodendrocytes, les cellules de Schwann, et la microglie. Les cellules gliales sont
largement représentées dans le cerveau puisqu’elles occupent 50% du volume
cérébral et représentent pres de 90% du nombre de cellules présentes dans le
cerveau. La microglie est constituée de macrophages résidents activés en réponse a
une atteinte du SNC, formant ainsi son principal systéme de défense immunitaire. La
macroglie est représentée par les astrocytes et oligodendrocytes. Les astrocytes ont
généralement une forme étoilée et sont en contact, par leurs prolongements, avec
les vaisseaux sanguins, la pie-mére et les neurones. lls assurent notamment un roéle
de soutien, de nutrition et de protection auprés des neurones. Les oligodendrocytes
jouent un role primordial dans la myélinisation des axones du SNC (la myélinisation
des axones du systéme nerveux périphérique étant assurée par les cellules de
Schwann) qui améliore la conduction de l'influx nerveux. Cependant, le réle des
cellules gliales ne se limite pas a ces seules fonctions ; nous savons maintenant que
dans certains cas, elles participent activement, de concert avec les neurones, a la

transmission de signaux électriques et chimiques (Perea et Araque, 2007).



B. La corticogenese

1. Généralités sur l'origine des neurones corticaux

Pendant le développement, les cellules destinées a constituer les organes
naissent le plus souvent pres de leur localisation finale. A I'inverse, dans le cas du
développement du cortex cérébral, les cellules sont générées a distance, puis

migrent afin de lui donner naissance (pour revue, Kriegstein et Noctor, 2004).

Chez les mammiféres, pendant le développement embryonnaire (dés la
premiére moitié de la gestation), le CNS se forme dans le tube neural et plus
précisément dans sa partie antérieure pour ce qui est du cortex cérébral. Le tube
neural se forme par invagination de la plague neurale, dont les bords convergent
puis fusionnent (Bystron et al., 2006). Des cellules souches neurales bordant le tube
neural forment I'épithélium de la zone ventriculaire (VZ) qui borde les ventricules.
Pendant le processus de corticogenése, une seconde zone proliférative apparait : la
zone sous ventriculaire (SVZ). Les cellules souches neurales se multiplient, d’abord
par divisions symétrigues (pour accroitre le nombre de progéniteurs), puis
asymétriques (pour donner naissance a des neurones) (Noctor et al., 2004). Les
premiéres cellules a quitter la VZ forment la pré-plaque, qui se divise ensuite pour
donner la sous-plague et la zone marginale (composée par les cellules de Cajal-
Retzius). Puis, peu aprés leurs derniéres divisions mitotiques, les neuroblastes
migrent vers la surface piale du cortex ol ils forment la plaque corticale (cortex
immature). Chaque génération successive de neurones passe devant la précédente
pour arriver a destination, a l'interface entre la sous-plaque corticale et la zone
marginale (Rakic et Lombroso, 1998). Ainsi, le cortex cérébral se forme selon un
profil « inside-out », ol les neurones générés en premier se retrouvent dans les
couches profondes, et les neurones générés en dernier forment les couches les plus
superficielles (Rakic et Lombroso, 1998). La sous-plague disparaitra peu aprés la

naissance, tandis que la zone marginale deviendra la couche | du néocortex.



Une fois en place, les neurones établissent leurs connexions synaptiques
(Rakic et Lombroso, 1998), spécifiques, selon le type neuronal et la topographie.

Les cellules gliales (astrocytes et oligodendrocytes) du cortex se forment de la
méme maniére que les neurones, mais avec des progéniteurs différents.

Chez la souris, la corticogenése se déroule entre le 10° (E10,5) et le 15°

(E15,5) jour de vie embryonnaire (Figure 2).

Différentes hypothéses ont été émises pour comprendre la maniére dont se

met en place I'organisation des neurones corticaux.
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Figure 2 : Génération des neurones corticaux a projection chez la souris selon un
profil « Inside-out ». Les premiers neurones générés forment la pré-plaque (PP) qui
est par la suite scindée en deux : la zone marginale (MZ) superficielle qui deviendra la
couche 1 du néocortex, et la sous-plaque (SP) profonde qui disparaitra peu aprés la
naissance. Entre ces deux couches arriveront les générations successives de neurones
corticaux : d’abord les neurones des couches profondes, puis ceux des couches plus
superficielles. CH, ourlet cortical ; E, jour de vie embryonnaire ; Ncx, néocortex ; LGE,
éminence ganglionnaire latérale ; MGE, éminence ganglionnaire médiane ; IZ, zone
intermédiaire ; SVZ, zone sous-ventriculaire ; VZ, zone ventriculaire ; WM, matiere
blanche. (D’aprés Molyneaux et al., 2007).

e La « Radial unit hypothesis »



Selon la « radial unit hypothesis » développée par Pasko Rakic (Rakic, 1988), les
coordonnées tangentielles (horizontales) des neurones corticaux sont déterminées
par la position relative de leurs précurseurs dans la VZ. En effet, la VZ est divisée en
colonnes de précurseurs appelées « unités prolifératives » (proliferative units). Lors
de leur migration, les cellules d’'une méme unité proliférative migrent
successivement suivant le méme « guide de la glie radiaire » (RG), et se placent ainsi
dans la méme colonne ontogénétique (Rakic, 1988).

Leur position radiale, définie selon le processus « inside-out », reflete quant a

elle leur origine dans le temps (Rakic, 1988).

¢ L’hypothese du protomap

Cette hypothese, également développée par Pasko Rakic, propose un modele de
développement cortical basé sur I'existence précoce d’une carte des territoires
corticaux adultes (Rakic, 1988). Son fondement principal est le transfert fidéle
d’informations de la VZ vers la plaque corticale ou se différencient les neurones,

grace a la migration radiaire des neurones postmitotiques.

e |’hypothese du protocortex

L’hypothése du protomap est souvent opposée a I’hypothése du protocortex
(Creutzfeld, 1977) qui propose qu’au sein du télencéphale dorsal apparemment
homogéene et uniforme comparé a l'isocortex adulte, tous les neurones corticaux ont
initialement le méme potentiel. Cette interprétation a conduit a envisager 'isocortex
comme un « protocortex », dépourvu de signes d’organisation interne tant que des
instructions épigénétiques ne lui sont pas parvenues. Les aires corticales
s'individualiseraient tardivement sous [linfluence de signaux externes, plus
particulierement des afférences thalamiques (O’Leary, 1989 ; Schlaggar et O’Leary,

1991).



2. Migration des neurones corticaux

Aprés leur naissance dans la VZ, les neurones migrent en direction du cortex
cérébral.

En fonction du type neuronal, le processus de migration est différent. Ainsi,
les neurones corticaux pyramidaux, originaires du télencéphale dorsal (Hatanaka et
Murakami, 2002), utilisent une migration radiaire (migration verticale, en association
avec la glie radiaire) relativement directe. A l'inverse, la plupart des interneurones
corticaux, originaires du télencéphale ventral (Lavdas et al., 1999), ont une migration
plus longue et moins directe (pour revue, Kriegstein et Noctor, 2004). La plupart de
ces derniers sont générés dans I’éminence ganglionnaire médiane du télencéphale
ventral, entrent dans le télencéphale dorsal, puis migrent tangentiellement
(migration horizontale) vers le cortex et adoptent enfin une migration radiaire ou

oblique pour entrer dans la pré-plaque.

La migration, radiaire ou tangentielle, des neurones corticaux est contrélée
par de nombreux génes impligués dans diverses fonctions cellulaires
chémoattraction/répulsion, adhésion cellulaire, mobilité cellulaire, et dynamique du
cytosquelette. Par exemple, une mutation du géne reeler, codant pour la reeline,
induit une inversion des couches corticales, du fait de la migration anormale des
neurones corticaux. Des facteurs environnementaux, tels que les
neurotransmetteurs, peuvent égalemement affecter la migration neuronale (pour

revue, Métin et al., 2008).

3. Facteurs influencant la spécification spatiale et
temporelle des neurones corticaux

Pendant le développement, nous pouvons distinguer 4 étapes majeures
menant d’une cellule souche pluripotente a un neurone post-mitotique : la
compétence, la spécification, I'engagement, et la différenciation (Wilson et Edlund,

2001).
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Afin de donner naissance aux neurones corticaux, dans un premier temps, les
cellules compétentes, c’est a dire capables de devenir des précurseurs neuraux si
elles regoivent des sighaux en ce sens, doivent acquérir un phénotype neural. La
spécification (ou induction) neurale se fait via des signaux inhibiteurs tels que la
noggine ou la chordine qui permettent la différenciation d’une partie de I'ectoderme
(qui est également a l'origine de I'épiderme) vers un phénotype neural. De
nombreuses études ont été réalisées pour comprendre les différents mécanismes
impligqués dans I'induction neurale.

Un modele de spécification neurale par défaut a d’abord été proposé. Selon
lui, I'inhibition de la voie de signalisation des Bmp (Bone Morphogenetic Protein) par
des inhibiteurs tels que la noggine ou la chordine favoriserait la spécification en
cellules neurales (Bally-Cuif et Hammerschmidt, 2003). Cependant, de récentes
études menées chez le poussin et la souris indiquent que bloquer la voie Bmp n’est
ni suffisant ni nécessaire pour cette spécification ; au contraire, la voie Bmp pourrait
méme étre nécessaire a I'induction neurale (Wilson et Houart, 2004). L'idée que des
facteurs positifs sont aussi impliqués dans la spécification neurale est alors
réapparue (Wilson et Edlund, 2001). Les protéines de la famille des Wnt, Fgf
(Fibroblast growth factor), et Igf (Insulin-like Growth Factor) ont ainsi été identifiées
comme favorisant la spécification neurale. lls favoriseraient un état pré-neural que
consoliderait ensuite I'inhibition de Bmp (Wilson et Houart, 2004).

L’identité du cerveau antérieur (dont le cortex) est acquise grace a I'absence
ou l'inhibition de signaux morphogénes caudalisants tels que I'acide rétinoique, ou
des molécules de la famille des Wnts, Fgfs, Bmps et Nodals (Wilson et Houart, 2004).
La spécification selon I'axe dorso-ventral dépend quand a elle des signaux Shh
(ventralisant) et de morphogénes de la famille des Bmp et Wnt (dorsalisants) (pour

revue, Gaspard et Vanderhaeghen, 2010) (Figure 3).
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Figure 3 : Mécanismes d’induction neurale et de spécification corticale pendant
la corticogenése. L'identité neurale s’acquiert sous I'action coordonnée de
morphogénes et de facteurs de croissance. L’identité corticale est acquise selon
I'axe rostro-caudal en échappant a l'influence de signaux caudalisants tels que
I'acide rétinoique (RA) et les Wnt ; et selon I'axe dorso-ventral selon les gradients
de concentration de Shh, Bmps et Wnts. (D’aprés Gaspard et Vanderhaeghen,
2010).

Apres l'induction neurale, les précurseurs neuraux sont engagés de maniere
irréversible vers un phénotype neural et ne seront plus influencés par des facteurs

pouvant réprimer le caractére neural des cellules (Wilson et Edlund, 2001).
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Plus tardivement, les précurseurs sortiront du cycle cellulaire et se

différencieront en neurones (neurogenese) ou cellules gliales (gliogenése).

4. Identité des progéniteurs neuraux

On retrouve 3 principaux types de progéniteurs neurogéniques: le
neuroépithélium, la glie radiaire, et les progéniteurs intermédiaires (Figure 4).

Avant la neurogeneése, le tube neural est composé de cellules épithéliales qui
forment un neuroépithélium pseudostratifié.

Au début de la neurogenése, sous I’action de genes tels que FoxG1 (forkhead
box protein G1), Lhx2 (LIM homeobox protein 2), Pax6 (paired box protein 6) et
Emx2 (empty spiracles homeobox 2), le neuroépithélium se stratifie, et la glie
radiaire apparait au niveau de la VZ. La glie radiaire exprime des marqueurs du
neuroépithélium, tels que la nestine, mais aussi des margueurs astrogliaux tels que
le GLAST (astrocyte-specific glutamate transporter), S100[, la GFAP (glial fibrillary
acidic protein), la vimentine et la BLBP (brain lipid binding protein) (pour revue, Gotz
et Hunter, 2005).

Contrairement aux cellules neuroépithéliales, les cellules de la glie radiaire ne
peuvent générer dans la plupart des cas qu’un type cellulaire : des astrocytes, des
oligodendrocytes, ou le plus souvent, des neurones. Cette question fait pourtant
débat, et quelques études présentent des exemples de cellules de la glie radiaire
pouvant générer a la fois des neurones et des cellules gliales (pour revue Mori et al.,
2005). Pendant longtemps, les cellules de la glie radiaire n’ont été considérées qu’en
tant que support de la migration neuronale, et leur role direct dans la neurogenése a
souvent été négligé (pour revue, Mori et al., 2005). Les cellules de la glie radiaire
sont capables de divisions asymétriques et générent soit un neurone et un
précurseur de la SVZ, soit un précurseur de la VZ et un précurseur de la SVZ. Il est
communément admis que les cellules de la glie radiaire sont a I’origine des neurones
corticaux a projection. De récentes études montrent que certains interneurones, au
moins chez 'Homme, peuvent en étre issus (Yu et Zecevic, 2011). A la fin de la
neurogenese, une partie des cellules de |a glie radiaire se transforment en astrocytes

(pour revue, Mori et al., 2005).
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Figure 4: I|dentité des progéniteurs corticaux neurogéniques pendant le
développement. Le stock de progéniteurs initiaux du neuroépithélium est
amplifié par divisions symétrigues. lls sont ensuite transformés en cellules de la
glie radiaire qui produiront par divisions asymétriques des neurones ou des
progéniteurs intermédiaires neuronaux (nIPC) localisés dans la SVZ. A la fin du
développement et au début de la période postnatale sont générées les cellules
gliales : d’'une part, des progéniteurs intermédiaires oligodendrocytaires (olPC)
sont produits par divisions asymétriques, et d’autre part, une partie des cellules
de la glie radiaire se transforment en astrocytes. VZ, zone ventriculaire ; SVZ,
zone sous-ventriculaire ; 1Z, zone intermédiaire ; CP, plaque corticale ; MZ, zone
marginale. (D’apres Kriegstein et Alvarez-Buylla, 2009).

Enfin, les progéniteurs intermédiaires sont issus de cellules neuroépithéliales
ou de la glie radiaire qui se sont divisées et ont migré vers la zone sous-ventriculaire
(SVZ). Ces progéniteurs sont capables de produire deux neurones par division
symétrique. Sous l'influence de facteurs spécifiques, ils donneront naissance dans un
premier temps aux neurones des couches profondes, puis aux neurones des couches

superficielles (pour revue, G6tz et Hunter, 2005).
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Une nouvelle population de progéniteurs neurogéniques a été décrite
récemment au sein de la zone marginale. Cette population est hétérogéne, et
dériverait en partie du télencéphale dorsal, et du télencéphale ventral. Les
progéniteurs de la zone marginale proliferent pendant le développement et la
période post-natale ; la plupart sont des progéniteurs gliaux, et une partie sont des
progéniteurs neuronaux. La majorité des progéniteurs gliaux génére des
oligodendrocytes ; et certains des neurones générés par les progéniteurs neuraux
expriment des marqueurs d’interneurones. Cette population de progéniteurs
représenterait 1 a 3% des progéniteurs présents pendant le développement et
pourrait représenter une source supplémentaire de diversité corticale (Costa et al.,

2007).

5. Diversification cellulaire

Le néocortex chez les mammiféres contient un éventail de sous-types
neuronaux et divers types de cellules gliales. La diversification cellulaire du cortex
s’établit progressivement pendant le développement cortical sous l'influence de

nombreux génes et de mécanismes de régulation épigénétique.

a) Neurones pyramidaux

On retrouve différents sous-types de neurones pyramidaux dans le cortex
mature. lls ont des morphologies différentes, expriment différents facteurs de
transcription, sont situés dans différentes couches, ont différents profils de
projections et, in fine, servent différentes fonctions.

Sous contrble génétique, les progéniteurs précoces qui ont acquis une
identité corticale, se spécifient et acquiérent progressivement une identité

spécifique a leur sous type neuronal (pour revue, Molyneaux et al., 2007).
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Figure 5: Profils d’expression génique embryonnaire et postnatal murins des

x

neurones a projection corticaux générés séquentiellement pendant la
corticogenése. MZ, zone marginale ; CP, plague corticale ; SP, sous-plague ; |Z,
zone intermédiaire ; SVZ, zone sous-ventriculaire ; VZ, zone ventriculaire. (D’apreés
Gaspard et al., 2008 ; Leone et al., 2008).

Nous avons vu précédemment que les différentes couches corticales ont
initialement été définies selon des critéres anatomiques et nous verrons que les
afférences et efférences corticales varient selon les couches. Plus récemment,
I'utilisation de souris transgéniques ou de techniques telles que I'hybridation in situ
ou les puces a ADN, ont permis d’identifier de nombreux marqueurs spécifiques des
neurones a projection présents dans les différentes couches corticales (Figure 5). Par
exemple, aprés la naissance, les facteurs de transcription Svetl (subventricular-
expressed transcript 1), Cuxl (cut-like homeobox 1) et Cux2 (cut-like homeobox 2)
sont des marqueurs des neurones des couches superficielles, tandis que Fezf2
(forebrain embryonic zinc finger-like protein 2), Ctip2 (chicken ovalbumin upstream
promoter transcription factor-interacting protein 2) ou encore Sox5 (SRY-related
HMG-box5) sont exprimés par les neurones des couches profondes (Leone et al.,

2008).

b) Interneurones corticaux

Les interneurones corticaux proviennent de la partie ventrale du

télencéphale. Les données de la littérature s’accordent sur le fait qu’ils proviennent
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principalement des progéniteurs de la SVZ. Cela est en accord par exemple avec les
travaux qui ont montré que chez I'embryon murin, les progéniteurs de la SVZ
constituent 70% des progéniteurs du télencéphale ventral a E14, contre seulement
30% de ceux du télencéphale dorsal a E16 (10% a E12) (Smart, 1976). Plus rarement,
les interneurones corticaux peuvent étre issus de la glie radiaire directement,
comme cela a été démontré chez ’humain mais pas chez le rongeur (Yu et Zecevic,
2011). Différents sous types sont générés, et sont caractérisés par des différences
dans leur morphologie, les marqueurs qu’ils expriment, leurs projections et leurs

fonctions.

L’éminence ganglionnaire est une structure transitoire présente dans le
télencéphale ventral aux stades embryonnaire et postnatal. Les interneurones
provenant de I'éminence ganglionnaire médiane (MGE) représentent environ 60%
des interneurones corticaux, et expriment la parvalbumine ou la somatostatine, et
rarement la calrétinine (pour revue, Wonders et Anderson, 2006). Les interneurones
originaires de I’éminence ganglionnaire caudale (CGE) sont situés dans les couches
profondes, et expriment principalement la calrétinine, méme si certains expriment la
parvalbumine ou la somatostatine (Xu et al., 2004). L’'éminence ganglionnaire
latérale (LGE) contribuerait de facon minoritaire a la production d’interneurones,
dont l'identité est d’ailleurs peu documentée (pour revue, Wonders et Anderson,

2006).

c) Cellules gliales

Pendant le développement, la gliogenése se déroule aprés la neurogenése
(pour revue, Mori et al., 2005) a partir de cellules de la glie radiaire le plus souvent
distinctes de celles produisant des neurones et provenant principalement du
télencéphale ventral (pour revue, Mori et al., 2005). En effet, les cellules de la glie
radiaire du télencéphale ventral sont principalement non neurogéniques, sauf
pendant les stades précoces du développement. Alors que la gliogenése a lieu a la fin
du développement, il est intéressant de voir que chez le rongeur, dés les stades
précoces (E9), la moitié des précurseurs semblent spécifiés pour la gliogenése (pour

revue, Mori et al., 2005). En partant du principe que (a quelques exceptions pres),
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les cellules de la glie radiaire générent exclusivement un type de cellules (neurones,
astrocytes ou oligodendrocytes), nous pouvons avancer les principes suivants: a la
fin de la neurogenese, le « stock » de cellules neurogéniques de la glie radiaire
s’épuise en produisant deux neurones postmitotiques (Noctor et al., 2004 ; pour
revue, Mori et al., 2005); les cellules gliogénigues de la glie radiaire seulement
continuent a survivre et a proliférer. Les astrocytes, puis les oligodendrocytes sont
alors générés pendant la fin du développement, et le début de la période postnatale
(Bystron et al., 2006).

L’identité gliale des progéniteurs s ‘acquiére pendant le développement sous
I'influence de nombreux facteurs de croissance exprimés dans le télencéphale, citons
par exemple la voie Wnt, qui lorsqu’elle est inhibée induit la gliogenése (alors qu’elle
induit la neurogenése lorsqu’elle est activée) (Kunke et al., 2009) ; ou encore la voie

Notch qui favorise la gliogenése (Sauvageot et Stiles, 2002).

6. Particularités du cortex humain

Un certain nombre de concepts liés au développement cortical sont
applicables a toutes les especes mammiféres. Cependant, pendant I’évolution, le
cortex primate, et plus particulierement humain, a connu une expansion
impressionnante et qu’il serait biaisée de ne croire que quantitative. En effet, elle est
associée a une augmentation de la diversité neuronale, a I'apparition de nouvelles
aires corticales, la mise en place de nouvelles connexions, et finalement, a
I’apparition de nouvelles fonctions (pour revue, Clowry et al., 2010).

Chez [I'humain, la phase de prolifération symétrigue des cellules
neuroépithéliales est allongée et permettrait d’augmenter leur nombre avant
gu’apparaissent les cellules de la glie radiaire. La phase de neurogenése est
également plus longue chez I’humain et permet d’y générer un nombre supérieur de
neurones.

Par ailleurs, la SVZ est plus large chez I'humain et apparaitrait plus t6t
pendant le développement. Les progéniteurs intermédiaires n’y seraient pas

nécessairement beaucoup plus diversifiés, mais leur potentiel de différenciation ne
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serait pas progressivement restreint comme c’est le cas chez les rongeurs, d’ou un

accroissement de la diversification cellulaire (pour revue, Bystron et al., 2008).

C. Le cortex moteur et ses connexions

1. Organisation du cortex moteur

Nous avons utilisé dans notre travail un modeéle de lésion par aspiration du
cortex moteur suivie ou non de transplantation de neurones corticaux chez la
souris ; nous nous focaliserons donc par la suite sur cette région corticale.

Le cortex moteur participe de maniére directe ou indirecte a la planification,
au controle, et a I'exécution des commandes motrices volontaires par les différents
systémes de projections que nous allons décrire dans le paragraphe suivant.

Il est situé dans le lobe frontal du cortex cérébral et comprend les cortex
moteurs primaire (ou M1) et secondaire (ou M2, formé par le cortex prémoteur et
I"aire motrice supplémentaire).

Le cortex moteur respecte une organisation somatotopique anatomique et
fonctionnelle précise. Ainsi, des expériences de microstimulation intracorticale
réalisées a partir des années 80, ont permis de définir une cartographie
fonctionnelle du cortex moteur chez le rat. Elle définit, pour chaque site du cortex
moteur stimulé, le mouvement induit, et le seuil d’intensité de stimulation a partir
duquel une réponse est obtenue. Des études de Neafsey (Neafsey et Sievert, 1982 ;
Neafsey et al., 1986) présentent une cartographie détaillée du cortex moteur du rat
obtenue par stimulation électrique, et définissent une nomenclature fréquemment
reprise dans ce type d’études. Cing zones ont en effet été décrites : RFL, CFL, HL, V-
FEF, JLT. Deux zones permettent le contréle des pattes antérieures : la RFL (rostral
forelimb area) qui occupe une position rostrale et contréle les parties distales et la
CFL (caudal forelimb area), plus caudale, qui controle les mouvements proximaux et
est activée pour des seuils de stimulation légérement supérieurs. La zone HL

correspond aux pattes postérieures ; V-FEF aux vibrisses et aux paupiéres ; et JLT a la
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machoire, aux lévres et a la langue (Figure 6). La stimulation des zones HL, RFL et CFL

entraine le plus souvent un mouvement controlatéral (Pronichev et Lenkov, 1998).

Figure 6: Représentation schématique de l'‘organisation du cortex moteur
primaire chez la souris définie a partir d’expériences de microstimulation
intracorticale. Dans I’'hémisphére gauche, les zones vertes représentent les
régions controlant les mouvements des pattes antérieures; les jaunes, les
mouvements de la téte, et les bleues, les mouvements des pattes postérieures.
Les zones transparentes dans I’'hémisphére droit représentent les superpositions
entre les différentes zones. Les distances sont indiguées en millimétres a partir
du point d’origine Bregma. CFL, caudal forelimb area ; RFL, rostral forelimb area;
HL, hindlimb area. (D’aprés Tennant et al., 2011).

Anatomiquement, cela s’explique par la décussation présente au sein du faisceau
pyramidal a la jonction entre le bulbe et la moelle épiniére. En revanche, la

représentation des muscles faciaux est plus souvent ipsilatérale, les fibres corticales

ne passant pas par les voies descendantes pour atteindre ces régions.
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2. Connexions corticales

L'utilisation de techniques de tracage des voies nerveuses, permettant de
marquer les neurones et leurs prolongements axonaux, a permis de mettre en
évidence les connexions entre les différentes régions du cerveau. Par exemple,
I'utilisation de marqueurs rétrogrades (qui migrent de la terminaison axonale vers le
soma) ou antérogrades (qui migrent du corps cellulaire vers la terminaison axonale)
tels que la CTB (sous-unité B de la toxine cholérique) ou la PHA-L (Phaseolus Vulgaris
Leucoagglutinin) fournit des données anatomiques relatives a I’organisation des

systémes de projections du systéme nerveux central.

a) Efférences corticales

Les neurones pyramidaux du cortex moteur émettent des projections qui
suivent une organisation topographique précise vers des cibles corticales ou sous
corticales. Nous allons ici décrire les principaux systemes de projections du cortex
moteur (certaines ne lui sont pas exclusives et sont présentes dans d’autres aires

corticales) (Figure 7).

Les projections cortico-spinales (ou faisceau pyramidal) forment le faisceau
moteur direct entre le cortex et la moelle épiniére. Elles sont émises par les
neurones pyramidaux de la couche V et représentent les principales efférences du
cortex moteur. Elles descendent jusqu’a la décussation pyramidale, ou 75 a 90%
d’entre elles croisent la ligne médiane (ainsi, le contréle moteur de chaque c6té du
corps se fait principalement par le cortex controlatéral), puis elles contactent des

interneurones ou des motoneurones spinaux (pour revue, Al Masri 2011).

Les projections cortico-rubrales forment le principal faisceau moteur indirect
(présence d’un relai) entre le cortex moteur et la moelle épiniére. Les neurones
pyramidaux de la couche V émettent des projections majoritairement ipsilatérales
vers le noyau rouge. Ces projections suivent une organisation topographique précise.
Par exemple, la partie dorsomédiale du noyau rouge recoit des afférences provenant

du cortex sensorimoteur contrblant les pattes antérieures alors que la partie
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ventrolatérale recoit des afférences du cortex sensorimoteur contrélant les pattes
postérieures (Song et Murakami, 1998). Ces parties du noyau rouge projettent
ensuite respectivement vers les régions cervicales et lombaires de la moelle (Song et
Murakami, 1998).

D’autres systemes de projections indirects vers la moelle épiniére existent ; la
voie cortico-vestibulo-spinale, la voie cortico-reticulo-spinale et la voie cortico-
tectospinale. lls sont principalement impliqués dans le contrdle de la posture et

I’équilibre.

Les projections cortico-striatales constituent les principales afférences du
striatum et participent au contréle et a I'exécution du mouvement. Ces projections
sont bilatérales, avec une prédominance ipsilatérale (Mc Georges et Faull, 1989), et
ont été décrites chez tous les mammiféres étudiés (Oka, 1980; Selemon et
Goldmann-Rakic, 1985; Tanaka et al., 1981; Veenin et al.,, 1980). Elles sont
principalement issues des neurones pyramidaux de la couche V (surtout la couche
Va), mais aussi des couches Il et VI (Mc Georges et Faull, 1989 ; Akintunde et
Buxton, 1992). Par ailleurs, certaines fibres ipsilatérales sont en fait des collatérales
de fibres corticofugales (vers des cibles sous corticales) (Reiner et al., 2010). Les
projections du cortex sensorimoteur vers le striatum dorsolatéral suivent une
organisation topographique : ainsi, par exemple, la partie rostrale du cortex
sensorimoteur projette vers les régions ventrale et centrale du striatum dorsolatéral,
tandis que la partie caudale du cortex sensorimoteur projette vers la région dorsale
du striatum dorsolatéral (Mc Georges et Faull, 1989 ; Ebrahimi et al., 1992).
Cependant, une région donnée du striatum peut recevoir des afférences
convergeant de multiples aires corticales (Reiner et al., 2010). Par exemple, Hoffer et
Alloway, en injectant différents traceurs antérogrades dans les régions motrices et
somatosensorielles correspondant aux vibrisses chez le rat, ont démontré que le
striatum recoit des projections convergentes de régions analogues du cortex moteur
primaire et du cortex somatosensoriel (Hoffer and Alloway, 2001). Les projections
convergentes peuvent aussi provenir de régions non liées. Ainsi, les régions

corticales correspondant aux pattes chez le rat, envoient quelques projections dans
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la partie du striatum qui recoit normalement les afférences de la zone correspondant

aux vibrisses et vice-versa (Brown et al., 1998).

A propos des connexions entre le cortex et le thalamus, nous parlerons dans
cette section de circuit « thalamo-corticothalamique ». En effet, si le thalamus s’est
longtemps vu attribuer le simple réle de relais des informations sensorielles au
cortex (par les fibres thalamocorticales), nous savons maintenant que le
rétrocontrole par les fibres corticothalamiques influence le traitement des
informations sensorielles provenant de I'extérieur (pour revue, Briggs et Ursey,
2008).

Avec l'introduction du concept de réciprocité par Diamond (1969), qui
énonce gue chaque aire corticale envoie des projections vers le noyau thalamique
dont il recoit des afférences (Diamond et al., 1969), on a longtemps pensé que les
systtmes de projections cortico-thalamiques et thalamo-corticales étaient
réciprogues. Nous savons maintenant gqu’un certain nombre des connexions entre le
cortex et le thalamus ne sont pas réciproques, et le concept de parité est alors
préféré. Il définit que la distribution des projections corticothalamiques est
déterminée par l'organisation des afférences préthalamiques (Deschénes et al.,
1998).

Les neurones de la couche VI émettent des projections a la fois vers le
thalamus, et vers les neurones de la couche IV du cortex qui regoivent les afférences
thalamiques (pour revue, Briggs et Ursey, 2008). lIs exercent par ailleurs un controle
inhibiteur sur le thalamus de deux maniéres: en ciblant des interneurones
thalamiques, ou en ayant pour relai les neurones GABAergiques du noyau réticulaire
du thalamus. Le thalamus recoit également des collatérales des neurones a
projection de la couche V qui innervent d’autres cibles sous corticales du cortex.
Notons également qu’un certain nombre de régions corticales émettent des
projections bilatérales vers le thalamus.

Nous ne détaillerons pas ici toutes les afférences et efférences liées aux
différents noyaux thalamigues, notons simplement que les connexions entre le

cortex et le thalamus répondent a une organisation somatotopique précise.
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Les projections cortico-pontiques, émises par les neurones pyramidaux de la
couche V, forment un faisceau indirect entre le cortex et le cervelet (relais par les
noyaux du pont qui émettent des projections vers le cortex cérébelleux). Elles
participent ainsi au contrdle de la motricité, et notamment au maintien de la posture
et a la coordination spatiale et temporelle des mouvements. La plupart présentent
une organisation somatotopique puisque les différentes régions du cortex cérébral
projettent dans des régions précises des noyaux du pont, mais certaines sont

convergentes (Wiesendanger et Wiesendanger, 1982).

Les projections cortico-corticales développées par les neurones pyramidaux
forment un dense réseau qui permet de connecter les différentes aires corticales,
souvent de maniére réciproque. Elles s’établissent a la fois au sein d’'un méme
hémisphere, ou en direction de I’"hémisphére opposé (qu’elles atteignent en passant
par le corps calleux). Les neurones des couches Il, Ill, V et VI émettent des
projections controlatérales ; ceux de la couche V, des projections ipsilatérales (pour

revue, Molyneaux et al., 2007).

b) Afferences corticales

Le cortex recoit de nombreuses afférences notamment du cortex et du
thalamus, comme décrit dans la section précédente. Il recoit également des
afférences de I’hypothalamus, de la substance noire et I'aire tegmentale ventrale
(pour revue, Bjorklund et Dunnett, 2007), du noyau de Meynert, des noyaux du

raphé, du locus coeruleus et de |la zona incerta (Lin et al., 1990).
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a Commissural; callosal projection neurons

/A1
V=

Frontal
projection

Premotor cortex

© Callosal neurons (layers 11/11, V, Vi)
© Callosal neurons with ipsilateral frontal projections (layer V)
@ Callosal neurons with striatal projections (layer Va)

b Corticofugal; corticothalamic neurons

© Corticotectal neurons {layer V)
© Corticopontine neurons (layer V)
© Corticospinal motor neurons (layer V)

Figure 7: Représentation des
principaux systémes de projections
du cortex moteur. (a) Les neurones
pyramidaux de taille moyenne des
couches II/1ll, V, VI émettent des
projections qui empruntent le corps
calleux vers le cortex controlatéral
(en noir), vers le cortex controlatéral
ou le striatum ipsilatéral ou
controlatéral (en bleu), et vers le
cortex controlatéral ou le cortex
ipsilatéral frontal (en vert). (b) Les
neurones pyramidaux de la couche
VI, et minoritairement de la couche
V, envoient des projections vers les
noyaux thalamiques. (c) Les grands
neurones pyramidaux de la couche V
émettent des projections vers le
tectum dont les collatérales ciblent le
pont (en orange), vers les noyaux du
pont (en rose), et vers la moelle
épiniére dont les collatérales ciblent
le striatum, le noyau rouge, le pont
et la médulla (en violet). CC, corps
calleux ; Str, striatum ; Th, thalamus ;
Po, pont; OB, bulbe olfactif; Crb,
cervelet; SC, moelle épiniére.
(D’apres Molyneaux et al., 2007).
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D. Lésion du cortex moteur

Chez I’humain, diverses conditions pathologiques peuvent causer des lésions
du cortex moteur (accident vasculaire cérébral, traumatisme, maladie
neurodégénérative, tumeur, produits neurotoxiqgues,..) et entrainer des déficits
moteurs importants. Bien qu’un certain nombre d’études réalisées chez '’humain, le
primate non-humain ou le rongeur permettent de démontrer un certain niveau de
récupération fonctionnelle spontanée aprés une lésion du cortex moteur (pour
revue, Darling et al., 2011), il est nécessaire de développer des stratégies

thérapeutigues pour pallier aux déficits induits.

1. Modeéles animaux de lésion corticale

Le recours aux modeles animaux, définis par I’American National Research
Council Committee on Animal Models for Research and Aging comme « des modéles
permettant I’étude de données de référence sur la biologie ou le comportement, ou
chez lequel on peut étudier un processus pathologique spontané ou induit, celui-ci
ayant un ou plusieurs aspects communs avec un phénomeéne équivalent chez
I'humain ou d’autres espéces animales », permet d’étudier les Iésions du systéme
nerveux central et de tester des stratégies réparatrices. |l faut cependant toujours
rester prudent quant a I’extrapolation a d’autres espéces des résultats obtenus ; des
essais cliniques seront toujours nécessaires. Du rongeur au primate non-humain, de
nombreux modéles animaux de lésion corticale sont documentés, parmi eux :

- les modeles d’ischémie partielle ou compléete, ou une lésion cérébrale est
induite par diminution de I’apport sanguin a une région, plusieurs régions, ou

a I’ensemble du cerveau. Les chocs ischémiques chez 'humain étant le plus

souvent dus a une occlusion d’une artére cérébrale majeure, le modele

d’ischémie le plus utilisé est I'occlusion de I'artere cérébrale moyenne

(MCAO : middle cerebral artery occlusion) (pour revue, Liu et Mc Cullough,

2011).
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- les modeéles de Iésion cérébrale traumatique (TBI : traumatic brain injury). Il
s’agit d’obtenir une |ésion par une « force physique externe » ; par exemple
un impact localisé.

- les modeéles neurotoxiques sont obtenus par administration d’'un composé
neurotoxique tel que l'acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) ou [l'acide
iboténique. Leur administration entraine une stimulation massive des
récepteurs glutamatergigues, induisant ainsi d’importants flux calciques et
sodigues, et menant a la dégénérescence neuronale.

- le modéle de lésion corticale par aspiration, tel que nous I'avons utilisé dans
le cadre de ce travail, est une ablation par aspiration de toute I'épaisseur du
cortex. Notre lésion cible la zone du cortex moteur qui contréle le
mouvement des membres antérieurs, et n’atteint pas le corps calleux. La
lésion par aspiration entraine une destruction immédiate des corps

cellulaires et axones afférents et efférents.

2. Lésion du cortex moteur : considérations
fonctionnelles

La lésion du cortex moteur entraine des déficits dans I'exécution des
fonctions motrices. Une batterie de tests est disponible afin d’évaluer chez le
rongeur les fonctions motrices, leurs dysfonctionnements en conditions
pathologiques, et leur récupération dans le cadre de I’évaluation de stratégies
neuroprotectrices ou réparatrices. Le choix des tests utilisés est crucial, et en
fonction du test utilisé, différentes composantes peuvent étre analysées, de la
motricité globale de I'animal a la motricité fine d’'un membre par exemple (pour
revue, Brooks et Dunnett, 2009). Nous allons ici détailler les différents tests que
nous avons utilisés dans notre étude afin d’évaluer I’effet sur les capacités motrices
chez la souris d’une lésion du cortex moteur, suivie ou non d’une transplantation de

tissu embryonnaire.
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a) Test de suspension

Ce test de locomotion qui permet d’évaluer le comportement moteur des
animaux suppose un nhiveau important de réalisation et de coordination des gestes,
ainsi qu’une force musculaire suffisante, puisque I'animal doit évoluer suspendu a
une surface grillagée retournée. Le nombre de chutes et d’erreurs de placement de
pattes est comptabilisé et indique I'importance du déficit observé.

L'utilisation de ce test a permis de mettre en évidence des déficits moteurs
induits par une lésion par aspiration du cortex moteur du rat nouveau-né, et les
effets bénéfiques de la transplantation de tissu embryonnaire dans ce méme modéle

(Plumet et al., 1990).

b) Analyse de la démarche (Gait analysis)

Ce test permet I'analyse des appuis des pattes réalisés par I'animal et leur
coordination lors de déplacements volontaires et spontanés. Il apporte ainsi des
informations sur la démarche globale, mais aussi sur le placement de chaque patte
de maniére individuelle. Ainsi, il est possible de mettre en évidence des déficits
unilatéraux. L'enregistrement vidéo des tracés des appuis des pattes de I'animal le
long d’un couloir de plexiglas présente I'avantage de fournir simultanément des
informations a la fois spatiales et temporelles telles que la vitesse de déplacement,
la durée des appuis, les distances entre les appuis des différentes pattes et
I'intensité des appuis.

Ce test s’est révélé efficace pour établir la présence de déficits moteurs
durables dans différents modeéles de lésions : lésions ischémigues (Wang et al.,
2008 ; Vandeputte et al., 2010 ; Encarnacion et al., 2011), contusion de la moelle
épiniére (Koopmans et al.,, 2005), modele animal de la maladie de Parkinson par
injection de 6-hydroxydopamine dans le striatum ou la voie mésostriatale chez le rat
(Chuang et al., 2010 ; Vandeputte et al., 2010), modéle animal de la maladie de
Huntington par expression d’un fragment tronqué du gene de la huntingtine
(Vandeputte et al., 2010) ; et les effets bénéfiques de stratégies neuroprotectrices

(Koopmans et al., 2005 ; Wang et al., 2008) ou réparatrices (Chuang et al., 2010).
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c) Test de I'escalier (Staircase test) de Montoya

Le test de I'escalier de Montoya a été développé il y a une vingtaine d’années
tout d’abord chez le rat (Montoya et al., 1991), puis a par la suite été adapté a la
souris (Baird et al., 2001). Il permet d’évaluer I'usage des pattes antérieures dans des
tiches de préhension de nourriture. Ceci permet d’évaluer, dans une démarche
volontaire de I'animal, des variations de la motricité fine : I'animal doit atteindre,
attraper, et porter correctement a sa gueule les boulettes de nourriture placées sur
les différentes marches de l'escalier. De plus, I'animal ne pouvant accéder a la
nourriture placée de chaque c6té de I'escalier que par la patte placée de ce méme
coté, ce test permet de mesurer les aptitudes de chaque patte antérieure de
maniére indépendante et spécifique.

L'usage de ce test a permis de mettre en évidence des déficits moteurs
consécutifs a une lésion unilatérale dans de nombreuses structures cérébrales dont
le cortex (Montoya et al., 1991 ; Baird et al., 2001), le striatum (Fricker et al., 1996),
et des lésions ischémiques (Grabowski et al., 1993b ; Soleman et al., 2010). Il a par
ailleurs permis de démontrer les effets bénéfiques de greffes de neurones dans des
modéles de maladie de Parkinson ou de Huntington (Nakao et al., 1996 ; Fricker et

al., 1997 ; Cordeiro et al., 2010).

Différentes stratégies thérapeutiques sont envisagées pour réparer le
cerveau lésé ; parmi elles, les thérapies cellulaires qui font I'objet de notre travail,
occupent une place importante. Il s’agit de remplacer les neurones dégénérés soit
par un apport extérieur de cellules grace a la transplantation neuronale (nous le
détaillerons dans le prochain chapitre de cette introduction), soit en mobilisant les
cellules souches endogénes présentes dans certaines régions du cerveau (nous le

présenterons dans le dernier chapitre de cette introduction).
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Il. Réparation cérébrale par
transplantation neuronale

La transplantation neuronale est envisagée comme approche thérapeutique,
mais est également un formidable outil expérimental pour comprendre les
mécanismes fondamentaux liés au développement ou a la réparation cérébrale.
Aprés des rappels historiques, nous présenterons dans ce chapitre les principaux

résultats obtenus dans le domaine.

A. Rappels historiques

1. Les débuts (1890-1940)

L'idée de greffer des neurones pour réparer les lésions du cerveau a émergé
il y déja plusieurs siécles. Ainsi, en 1564, Ambroise Paré, chirurgien du roi de France,
écrit au sujet d’'un homme, qui pensait son cerveau malade, qu’il lui aurait demandé
« d’ouvrir sa téte, d’enlever son cerveau malade et de le remplacer par un autre »
(pour revue, Dunnett, 2010).

Cependant, ce n’est qu'en 1890, avec I'étude « Successful Brain
Grafting» publiée par W. Gilman Thompson dans New York Medecine Journal, que
I'on retrouve I'expérience considérée comme la premiére a avoir été réalisée dans ce
domaine (pour revue, Dunnett, 2010). Dans cette étude, Thompson a réalisé des
transplantations homotypiques de fragments de tissu cortical, issus du lobe occipital

de chiens adultes, chez le chien (allogreffes) ou le chat (xénogreffes) adultes. |l
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rapporta la présence de tissu greffé trois jours apreés la transplantation sur 3 cas ; et
étudia la survie de la greffe aprés 7 semaines sur le 4° cas (Thompson, 1890). Mais
les techniques de I'époque ne permettent pas d’affirmer si le tissu observé a ce
terme provenait bien du donneur, ni s’il contenait des neurones, ou ¢s'il
correspondait plutét a une réaction inflammatoire de I’h6te (pour revue, Dunnett
2010).

Malgré ces doutes sur la viabilité des transplants, Thompson ouvrit ainsi la voie a
des décennies de recherche expérimentale dans le domaine de la transplantation
neuronale.

En 1907, G. Del Conte, réalisa la premiére tentative de greffe intracérébrale de
tissu embryonnaire chez le chien (Del Conte, 1907).

Peu aprés, en 1917, E. Dunn reporta le premier cas de survie de tissu
néonatal transplanté dans le cerveau de rat adulte (Dunn, 1917). Elle conclut en
énoncant des concepts fondamentaux qui marquent le début de I’ére pré- moderne :
« les tissus nerveux immatures survivent mieux a la transplantation » et «le

transplant doit recevoir une vascularisation adéquate ».

2. L’ére pré-moderne (1940-1970)

L’ére pré-moderne, et les progrés techniques I'accompagnant, ont permis de
mettre en évidence la capacité des cellules transplantées a survivre et a se
différencier en neurones matures. Citons ici les travaux de Le Gros Clark qui réussit
la premiere greffe de tissu nerveux embryonnaire dans le néocortex de jeunes lapins
(4gés de 6 semaines). De maniere intéressante, il met en évidence la survie des
tissus greffés, ainsi que leur capacité a poursuivre leur développement et leur
différenciation (Le Gros Clark, 1940).

Les possibilités de régénération axonale sont également étudiées aprés
transplantation de fragments de nerf sciatique dans le cortex (Le Gros Clark, 1942)

ou dans des modeéles de lésion de la moelle épiniére (Sugar et Gerard, 1940).
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3. L’ére moderne (depuis 1970)

L’ére moderne s’ouvre notamment avec les travaux de I'équipe de Joseph
Altmann qui introduit de nouvelles techniqgues anatomiques et de marguages telles
gue l'injection de [3H] thymidine afin de marquer les cellules en prolifération dans le
transplant (Das et Altmann, 1971). Nous ne détaillerons pas davantage cette section,
étant donné la quantité de travaux majeurs dans le domaine ces quarante derniéres
années ; nous reviendrons plus en détail sur certains par la suite.

Fait majeur de cette période : I'apparition des essais cliniqgues. En 1982 et
1983, pour la premiére fois, deux patients parkinsoniens regoivent une autogreffe de
cellules surrénaliennes (Backlund et al., 1985), mais sans résultats probants. Les
premiers succés arrivent quelques années plus tard, grace a I'implantation de tissu
nigral embryonnaire dans le noyau caudé putamen (CPu) qui apporta des

améliorations cliniques significatives (Lindvall et al., 1990).

Dans la suite de ce chapitre, nous allons revenir sur les principaux résultats
obtenus dans le domaine de la transplantation neuronale a partir de différentes
sources de neurones greffés, en ciblant principalement les résultats obtenus dans le

cortex.

B. Transplantation de neurones embryonnaires
corticaux

1. Chez le nouveau-né

A partir des années 1980, la capacité de survie des tissus embryonnaires
transplantés a été établie, et de nombreuses études se sont intéressées au potentiel
de réparation qu’ils offraient a la fois sur les plans neuroanatomique et fonctionnel.

Dans un premier temps, les études menées chez le rat nouveau-né ont mis en

évidence I'établissement de connexions entre I'h6te et le transplant (Chang et al.,
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1984 ; Floeter et Jones, 1984 ; Jaeger et Lund, 1980 ; Stanfield et O’Leary, 1985). La
plupart des études utilisent les techniques d’injection intracérébrale de traceurs
antérogrades ou rétrogrades dans le transplant ou I’h6te pour mettre en évidence
ces connexions (intra-greffe, du transplant vers I'h6te, et de I’hote vers le
transplant). En ce qui concerne les projections émises par le transplant, par
exemple, en 1985, Castro réalise des transplantations de fragments de tissu
embryonnaire cortical prélevés entre E15 et E17 (au 15° ou 17° jour de vie
embryonnaire) chez le rat nouveau-né (a PO-P1, soit le jour ou le lendemain de la
naissance) dont le cortex moteur a été préalablement lésé par aspiration dans
environ la moitié des cas. Puis il réalise des injections de traceurs fluorescents
rétrogrades dans une région homotopique du cortex controlatéral au transplant, et
dans les noyaux postérieurs et ventrobasal du thalamus ipsilatéral par rapport au
site de transplantation. Il met ainsi en évidence des projections cortico-corticales
callosales émises par le transplant. Notons que ce type de projections est présent
dans tous les cas étudiés, lorsque la transplantation est précédée d’'une lésion
(contrairement aux cas non lésés oU seulement 3 cas sur 8 présentent ce type de
projections), et de plus, le nombre de fibres est plus important dans les cas lésés. De
méme, lorsque I'héte est |ésé avant de recevoir un transplant, les transplants se
développent mieux. Ainsi, il apparait que certaines conditions peuvent influer sur le
développement des cellules transplantées. Nous consacrerons une partie de ce
chapitre a ce sujet. Les injections de traceurs rétrogrades réalisées dans le thalamus,
permettent de mettre en évidence la présence de neurones au sein du transplant
envoyant des projections vers le thalamus. Celles-ci ne semblent pas étre influencées
par la présence ou non d’une lésion avant la transplantation. Ces projections
semblent respecter la topographie corticale, et proviennent de neurones différents
organisés en bandes ou « clusters » (méme si |'organisation laminaire dans le
transplant ne semble pas évidente). D’autres travaux démontrent la présence de
projections entre les neurones transplantés et le thalamus, le striatum (Chang et al.,
1984), ou la moelle épiniére de I'hote (Floeter et Jones, 1984 ; Jaeger et Lund, 1980).
En 1992, Sgrensen confirme le développement de projections respectant la
topographie corticale vers ces différentes cibles mais leur densité semble moindre

(Sgrensen et al., 1992).
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Ensemble, ces résultats suggérent que les neurones embryonnaires corticaux

peuvent remplacer les voies |ésées chez le nouveau-né.

De la méme maniére, un certain nombre d’études a mis en évidence les
projections, notamment thalamiques et corticales, émises par I’'h6te vers le

transplant (Chang et al., 1986 ; Frappé et al., 1999).

Ainsi, les neurones transplantés sont connectés avec I'h6te par le biais
d’afférences et d’efférences dont I'organisation correspond a celle retrouvée dans le
cortex intact. Qu’en est-il lorsque I'origine des fragments embryonnaires prélevés ne
correspond pas au site de transplantation, c’est a dire dans le cas de greffes
hétérotopiques ?

En 1986, Chang (Chang et al., 1986) réalise une étude pour laquelle il
transplante des fragments de neurones corticaux embryonnaires d’origine frontale
ou occipitale (prélevés a E15) dans le cortex occipitopariétal de rats nouveau-nés. Il
observe que quelle que soit leur origine, les transplants recoivent des projections
provenant des noyaux thalamigques qui innervent normalement la région corticale ol
a été effectuée la transplantation. Par ailleurs, il a démontré la présence d’une
organisation laminaire des cellules présentes au sein du transplant. Il conclut donc
gue I'organisation laminaire du transplant semble étre une propriété intrinséque des
cellules transplantées ; par contre, les afférences que recoit le transplant dépendent
de I'environnement dans lequel les cellules transplantées se développent. Ses
résultats ont par la suite été contredits. En effet, de nombreux travaux ont porté, au-
dela des capacités de reconstruction des voies l|ésées des transplants, sur
I'importance de facteurs intrinséques ou extrinseques dans les phénoménes de
régionalisation corticale. L'étude des efférences (Gaillard et al., 1994 ; Gaillard et al.,
1998) et afférences (Frappé et al.,, 1999) de neurones corticaux transplantés de
fagon homotopique ou hétérotopique dans le cortex du rat nouveau-né, a permis de
démontrer que les transplants hétérotopigques, non seulement envoient des
projections en direction de cibles corticales et sous corticales correspondant a leur
région d’origine, mais sont aussi capables de «réorienter» les afférences thalamiques

relatives a leur région d’origine. Ainsi, I'origine des neurones corticaux greffés
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apparait comme un élément déterminant pour la mise en place des circuits
neuronaux néoformés ; et les neurones embryonnaires conservent des propriétés de
développement en accord avec leur site d’origine. De la méme maniére, en terme de
fonctionnalité, les transplants homotopiques peuvent étre bénéfiques,
contrairement aux transplants hétérotopiques dont I'effet peut a l'inverse étre
délétere (Barth and Stanfield, 1994). Ces résultats corroborent I'hypothése du
protomap (que nous avons définie en premiere partie de cette introduction)
développée par Rakic en 1988. Ceci est vrai dans les cas ou le tissu embryonnaire est
prélevé aux stades tardifs du développement cortical (apres E13/E14). En effet, a ce
stade du développement, les précurseurs neuronaux sont engagés irréversiblement
dans une voie de différenciation. A l'inverse, si le tissu embryonnaire est prélevé
avant le début de la corticogenése, au stade ou le tissu contient seulement des
précurseurs multipotents, il a la capacité, s’il est transplanté de maniére
hétérotopique, d’étre influencé par son nouvel environnement, et d’acquérir un

phénotype correspondant a celui-ci (Gaillard et al., 2003 ; Pinaudeau et al., 2000).

Les possibilités de régénération étant établies d’un point de vue anatomique
chez le nouveau-né, qu’en est-il de la fonctionnalité de ces transplants ?

Différentes techniques permettent d’étudier cette question :

- l'analyse de I'activité métaboligue du transplant par mesure de la
consommation de 2-deoxylglucose (2-DG)

- les tests comportementaux permettent d’évaluer la capacité des transplants
a induire la récupération des fonctions motrices perdues suite a la Iésion

- I'électrophysiologie permet de tester lintégration fonctionnelle des
transplants in vivo (activité unitaire spontanée ou en réponse a une stimulation) ou
in vitro (le patch clamp consiste en I'enregistrement des courants ioniques transitant
a travers la membrane cellulaire, et permet d’étudier I'excitabilité des neurones

greffés).

Des tests comportementaux ont permis de démontrer les effets bénéfiques
sur le plan fonctionnel des greffes de cortex embryonnaire d’origine moteur

transplantés dans le cortex moteur du rat nouveau-né lésé. En 1990, Plumet (Plumet
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et al., 1990) évalue sur ce modele la motricité fine des pattes antérieures par un test
comportemental de suspension. Son étude comporte 3 groupes d’animaux :
contrdle, |ésé, ou lésé et transplanté immédiatement apreés la Iésion, et s’étend sur
108 jours apreés la chirurgie. Les performances motrices des animaux lésés sont
systématiguement moins bonnes que celles des groupes contrdle et greffé. Ainsi, la
greffe semble favoriser durablement la récupération des capacités motrices dues a la
lésion, et cette récupération ne peut étre attribuée aux phénomeénes de plasticité
présents chez le nouveau-né. De plus, dans une autre étude, il a été démontré que
I'ablation du greffon induit des déficits moteurs semblables a ceux observés apres
lésion corticale (Sandor et al., 1991).

L'intégration fonctionnelle des transplants est également démontrée par leur
capacité a répondre a une stimulation. En effet, [|’enregistrement en
électrophysiologie de I’activité unitaire des transplants a permis de montrer que les
neurones greffés peuvent répondre a une stimulation sensorielle périphérique (des
pattes antérieures), ou a une stimulation électrique de régions projetant vers la

greffe comme le thalamus (Naefsey et al., 1989).

2. Chez l'adulte

Pendant longtemps, le systéme nerveux central adulte a été considéré
comme un systéeme immuable, ol les phénomeénes de plasticité, de neurogenése, et
de régénération axonale ne prenaient pas place. Ce dogme est résumé ainsi par
Santiago Ramon y Cajal : « Once development was ended, the fonts of growth and
regeneration of the axons and dendrites dried up irrevocably. In the adult centers,
the nerve path are something fixed, and immutable: everything may die, nothing
may be regenerated » (Ramon y Cajal, 1928).

La régénération du systeme nerveux central adulte aprés lésion est limitée du
fait de la présence de facteurs inhibiteurs associés a la myéline tels que Nogo-A
(pour revue, Wang et al.,, 2012), MAG (myelin-associated glycoprotein) et OMgp
(oligodendrocyte-myelin glycoprotein) qui rendent I’environnement peu permissif a

la repousse axonale. De méme, la réaction astrocytaire engendrée par la [ésion crée
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une barriére physique et biochimique limitant la régénération post-traumatique

(Gaillard et Jaber, 2007).

L’étude dans les années 1990 de la fonctionnalité de neurones corticaux
embryonnaires transplantés dans le cortex lésé adulte a permis de mettre en
évidence un niveau de récupération fonctionnelle significatif. Aprés lésion
unilatérale du cortex moteur chez le rat, Plumet et al., observent des déficits
moteurs bilatéraux, mais avec une prédominance controlatérale, dans des tests de
préhension de nourriture qui permettent de mettre en évidence des déficits de la
motricité fine des pattes antérieures (la |ésion étant faite dans la partie du cortex
moteur qui controle ces membres). Alors que les scores de la patte controlatérale a
la Iésion du groupe |ésé se stabilisent aprés 4 semaines, ceux du groupe transplanté
continuent a s’améliorer, sans cependant atteindre les niveaux pré-opératoires.
Ainsi, cette étude met en évidence une récupération fonctionnelle partielle des
mouvements fins des pattes antérieures aprés transplantation (Plumet et al., 1993).
Le choix du test comportemental utilisé est crucial et doit permettre de mettre en
évidence des déficits moteurs trés fins. Ainsi, Riolobos arrive aux mémes conclusions
que Plumet lorsqu’il utilise le méme test; en revanche, I'analyse de capacités
motrices plus globales par la mesure de la force musculaire et de I'activité
locomotrice (test de I'open field) ne lui permettent pas de mettre en évidence une
guelcongue différence entre les groupes contrdle, 1ésé, et transplanté (Riolobos et
al., 2001).

Par ailleurs, I'étude de la littérature démontre que les neurones corticaux
transplantés répondent électrophysiologiqguement ou métaboliqguement a une
stimulation sensorielle ou électrique de I’'hote (Grabowski et al., 1993a; Santos-
Torres et al., 2009) ou lors de I'exécution d’'une tache motrice (Ebrahimi-Gaillard et

al., 1995) et présentent une activité de décharge spontanée (Senatorov et al., 1991).

Cependant, les mécanismes sous-tendant cette amélioration fonctionnelle
n’étaient alors pas connus. Il a donc été émis I’hypothese qu’elle faisait suite a une
reconstruction anatomique des voies lésées ; et cette question a par la suite été

largement étudiée.
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Dans un premier temps, les études anatomiques ne permirent pas de mettre
en évidence de reconstruction des voies lésées chez I'adulte, sinon partiellement
(Circata et al., 1992 ; Schulz et al., 1993 ; Plumet et al., 1993). Ainsi, en 1992, Circata,
réalise des greffes de fragments de cortex embryonnaire prélevés a E17 dans le
cortex moteur de rats adultes préalablement lésés. S’il observe par des tests
comportementaux une meilleure récupération fonctionnelle des animaux
transplantés par rapport a ceux seulement lésés, |'étude anatomique des connexions
entre I'hote et le transplant n’était pas aussi concluante. En effet, le thalamus de
I'h6te projette vers le transplant mais ces projections ne semblaient pas organisées
topographiquement ; et les neurones transplantés ne semblaient pas envoyer de
projections vers le thalamus de I'héte. Il conclut donc que la reconstruction des voies
lésées n’est pas possible ; 'amélioration fonctionnelle serait due a la présence de
facteurs issus du transplant qui augmenteraient I'activité fonctionnelle du cortex
adjacent (Circata et al.,, 1992). De la méme maniére, Schulz indique que les
transplants embryonnaires (E14-E15) recoivent des projections appropriées (le tissu
embryonnaire est donc permissif a la repousse axonale), mais ne sont pas capables
d’en développer en dehors de la greffe ; le cerveau mature ne serait donc pas
permissif a la repousse axonale (Schulz et al., 1993).

D’autres études mettent en évidence une reconstruction partielle des voies
lésées chez 'adulte, les projections émises par le transplant étant cependant peu
denses et ne semblant pas atteindre les cibles éloignées du cortex moteur (Roger et
Ebrahimi-Gaillard, 1994 ; Grabowski et al., 1995 ; Guitet et al., 1994 ; Sgrensen et al.,
1996). Certains envisagent alors la transplantation de tissu embryonnaire comme un
outil intéressant pour réparer le cortex lésé, a condition de bloquer les facteurs
inhibiteurs présents chez I’adulte (Roger et Ebrahimi-Gaillard, 1994).

Comme nous l'avons évoqué précédemment, la mise en évidence des
connexions entre I’h6te et le transplant a été, dans la plupart des cas, réalisée par
injections de traceurs rétrogrades ou antérogrades. Par ailleurs, I'identification des
transplants était réalisée par marquage au moment de la transplantation (par
exemple avec des particules d’or), ou en ciblant des marqueurs spécifiques du

transplant (Ebrahimi-Gaillard et al.,, 1994 ; Gaillard et al.,, 2004). Ces techniques
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présentaient cependant des limites dans I'identification précise et compléte du
transplant et de ses projections.

Afin de surmonter ces limites techniques, la greffe, chez des souris sauvages,
de tissu embryonnaire exprimant de maniére ubiquitaire sous le contrble du
promoteur de I'actine-f3, une protéine fluorescente verte, la GFP (Green Fluorescent
Protein), apparait comme un outil pertinent afin de mettre en évidence de maniere
indiscutable le transplant et I’'ensemble des projections qu’il développe (Gaillard et
al., 2004).

C'est ainsi que les travaux de Gaillard (Gaillard et al., 2007) ont permis une
avancée majeure dans I'étude de la reconstruction des voies lésées dans le systeme
nerveux mature. Le cortex moteur de souris adultes sauvages a été lésé par
aspiration, et un fragment de cortex embryonnaire d’origine moteur prélevé a E14 et
exprimant la GFP a été placé immédiatement dans la cavité lésionnelle. Aprés 8
semaines, les projections émises par le transplant ont été analysées : les neurones
du transplant envoient des projections vers les cibles corticales et sous corticales
appropriées de I'hote, y compris a longue distance, jusqu’a la moelle épiniere. De
plus, ces projections respectent I|'organisation topographique des projections
corticales ; une partie des fibres sont myélinisées ; et des contacts synaptigues
réciproques s’établissent entre I’'h6te et le transplant. Ainsi, ce travail met en
évidence la permissivité a la repousse axonale du CNS mature, et la possibilité de
reconstruire point-a-point les voies motrices lésées chez I’adulte par transplantation
de neurones corticaux embryonnaires (Figure 8).

Ces travaux ont dans un premier temps suscité I'intérét voire I'interrogation
auprés d’une partie de la communauté scientifique (Tuszynski, 2007) ; ils ont par la
suite été confirmés. En effet, la reconstruction de la voie nigro-striée par les
neurones dopaminergiques embryonnaires issus du mésencéphale ventral et
transplantés dans la substance noire a été rapportée dans un modeéle animal de la
maladie de Parkinson (Gaillard et al., 2009; Thompson et al.,, 2009). Aprés
transplantation de neurones embryonnaires corticaux chez I'adulte, il a été rapporté
la présence de projections a longue distance vers des cibles spécifiques du cortex,
mais aussi la présence de projections ectopiques qui pourraient entrainer des

dysfonctionnements (Magavi et Lois, 2008). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que
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Figure 8 : Reconstruction anatomique des voies |ésées apres transplantation du
cortex moteur embryonnaire dans le cortex moteur lésé chez la souris adulte. Au
centre, le schéma représente la réinnervation point-a-point des voies motrices
lésées. (A), (E), (F) Mise en évidence en microscopie électronique des contacts
synaptiques établis entre ’hote et les neurones transplantés au niveau du cortex,
du thalamus et de la capsule interne. (B) Les noyaux (bleu) du transplant ne
possedent pas le chromosome Y (rouge) montrant I’absence d’une fusion avec les
cellules de I’héte contenant le chromosome Y. (C), (D) Les fibres GFP™ innervent le
cortex adjacent et le striatum. (G) Les cellules marguées par un traceur
rétrograde injecté dans la moelle épiniére sont présentes dans le transplant
(jaune) et dans le cortex moteur adjacent (rouge). (D’apres Gaillard et al., 2007).
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les auteurs n'ont pas réalisé de lésion avant la transplantation, or nous savons que
les projections développées par les neurones transplantés empruntent
préférentiellement les voies en dégénérescence le long desquelles la sécrétion de

molécules de guidage les orienterait (Gaillard et al., 2007).

3. Composition cellulaire et organisation
cytoarchitecturale des transplants

Si les neurones transplantés sont capables de développer des projections
respectant une organisation topographique normale, la composition cellulaire et
I'organisation cytoarchitecturale du tissu greffé sont-elles semblables a celles du
cortex en conditions normales ?

Une étude réalisée en 1986 conclut, sur la base de transplantation de fragments
de tissu embryonnaire chez le rat nouveau-né, que l'organisation laminaire du
transplant est conservée par rapport au cortex normal, bien que I'épaisseur des
couches semble moindre. Lorsque les fragments sont placés en inversant leur
orientation dorso-ventrale, le transplant développe une organisation laminaire
inversée par rapport au cortex normal (Chang et al., 1986). Ainsi, I'organisation
laminaire des transplants est conservée et semble intrinséque. Cependant, si la
lamination est présente au coeur des transplants, cela est beaucoup moins clair sur
les bords des greffes. Cette perte de la lamination pourrait étre due aux contraintes
mécanigues imposées par la procédure de transplantation et plus intenses sur les
bords du transplant (Chang et al., 1986).

A linverse, de nombreuses études mettent en évidence une perte de
I’organisation laminaire normale dans les transplants, ou la distribution cellulaire est
soit diffuse, soit organisée en bandes ou en amas (« clusters ») séparés par des
faisceaux de fibres (Castro et al,, 1985 ; Plumet et al., 1990 ; Garnier et al., 1995 ;

Pinaudeau et al., 2000 ; Gaillard et Roger, 2000 ; Santos-Torres et al., 2009).

Une question majeure au regard de I'efficacité des transplants a réparer le CNS

lésé est |la capacité des cellules embryonnaires transplantées a se différencier selon
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le phénotype neuronal approprié. Si I’étude des connexions mises en place par les
neurones transplantées met en évidence la présence de neurones a projection dont
les afférences sont spécifiques, les données de la littérature présentent peu
d’informations quant a la composition cellulaire des transplants de fragments
embryonnaires corticaux. On retrouve dans les greffes des cellules pyramidales, non-
pyramidales, et gliales (Belichenko et al., 2001). Des arguments penchent en faveur
d’une organisation cellulaire conforme a celle du cortex normal puisqu’il a été
démontré par électrophysiologie que le glutamate est le principal
neurotransmetteur excitateur dans ce modele de transplantation (Santos-Torres et
al., 2009), et par immunohistochimie la présence de neurones de type GABAergique
(Bragin et al., 1991; Santos-Torres et al., 2009) ainsi que de récepteurs
glutamatergiques, cholinergiques et GABAergiques (Santos-Torres et al., 2009). En
revanche, dans certains cas, la densité cellulaire dans les transplants serait
globalement supérieure a celle de I’h6te (Bragin et al., 1991 ; Bragin et al., 1993), et
la densité relative des neurones GABAergiques serait réduite (Bragin et al., 1993).

La question de I’évolution dans le temps du développement des transplants en
terme de composition cellulaire et des projections établies vers ’hote fait I'objet de

la premiére étude présentée dans ce manuscrit.

4, Facteurs influencant le développement des
neurones transplantés

Les résultats présentés dans la littérature concernant la survie, la croissance
et l'organisation cellulaire des transplants, ainsi que le développement des
projections par les neurones transplantés peuvent parfois sembler hétérogénes
(méme si pas forcement opposés). Cela peut s’expliquer en partie par la quantité de
facteurs qui influencent la survie et le développement des greffes. Nous allons dans
la section suivante présenter une partie de ces facteurs, avec un intérét tout
particulier pour I'effet d’'un délai entre la Iésion et la transplantation, et I'importance
de la vascularisation. Ces deux points ont en effet été examinés dans la deuxiéme

étude présentée dans ce manuscrit. Afin d’optimiser le potentiel thérapeutique de la
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transplantation neuronale, il est en effet important de définir les conditions

expérimentales optimales.

a) Age donneur / dge receveur

Nous avons dans la section précédente pu percevoir I'importance de I'dge du
tissu a la fois greffé et receveur dans les expériences de transplantation.

Ainsi, en fonction de I’age du tissu embryonnaire transplanté, il sera plus ou
moins engagé dans une voie de différenciation, et sera plus ou moins sensible aux
facteurs présents dans l’environnement ou il sera transplanté. Les neurones
corticaux semblant présenter le plus haut potentiel de croissance sont ceux prélevés
entre E14 et E15 (Das et al.,, 1980), ce qui correspond au pic de neurogenése des

neurones a projection corticaux (pour revue, Molyneaux et al., 2007).

La plupart des études de transplantation sont réalisées chez le nouveau-né
ou le jeune adulte, et seulement un nombre limité d’entre elles s’est intéressé a
étudier la réceptivité du cerveau agé a ces transplants. Pourtant, les phénomeénes de
plasticité, de régénération, et de repousse axonale sont influencés par le niveau de
maturité du tissu receveur. Pour certains, passée la période péri-natale, I’age du
receveur ne semble plus avoir beaucoup d’influence (Hallas et al., 1980 ; Jin et al.,
2010). Cependant, dans des modeéles de transplantation de neurones corticaux
(Eriksdotter-Nilsson et Olson, 1989), hippocampiques (Zaman et Shetty, 2002), ou
striataux (Collier et al., 1999), des niveaux de survie, de croissance et de

récupération anatomique et fonctionnelle moindres ont été rapportées chez la

souris agée (apres 12 mois).

b) Présence ou absence d’une lésion

Des études réalisées il y a une vingtaine d’années ont montré que I'absence
de lésion précédant la transplantation corticale chez le rat nouveau-né (Castro et al.,
1985) ou adulte (Gibbs et Cotman, 1987) semble limiter la croissance du transplant
et le développement de ses projections. Plus récemment, en 2007, ces résultats ont

été confirmés par Gaillard et Jaber chez la souris adulte : I'absence de lésion ne



43

permet pas aux neurones corticaux transplantés de développer des projections, y
compris vers les cibles proches comme le cortex ipsilatéral (Gaillard et Jaber, 2007).
Cela peut s’expliqguer par I'absence de voies en dégénérescence laissées
vacantes chez I’hote du fait de la lésion. En effet, les fibres du transplant semblent
préférentiellement emprunter les voies en dégénérescence pour étendre leurs
projections. La réaction astrocytaire post-lésionnelle semble également impliquée
dans ce phénomene. En effet, aprées |ésion, les astrocytes réactifs de I’h6te auraient
la capacité de réexprimer des facteurs trophiques (normalement exprimés pendant
le développement) et guideraient les fibres développées par le transplant (Gaillard et
Jaber., 2007). Ainsi, la régénération appropriée dans le CNS mature par les neurones

transplantés dépendrait de facteurs exprimés le long des voies |ésées.

c) Facteurs trophiques

Aprés lésion, de nombreux facteurs sont libérés par les neurones, les cellules
immunitaires et les cellules gliales au niveau du site de lésion pour se protéger et
tenter de favoriser la survie cellulaire et la réparation des voies lésées. Un certain
nombre de facteurs ont été identifiés dans différents modeles de lésion. Par
exemple, il a été rapporté aprés lésion corticale une augmentation des niveaux
d’expression du GMFB (Glia Maturation Factor Beta) autour du site de lésion (Hotta
et al., 2005) et une augmentation de sa libération dans la cavité lésionnelle (Nieto-
Sampedro et al., 1988). Celui-ci est produit par les astrocytes en réaction a la Iésion
et induit la sécrétion de facteurs neurotrophigues comme le BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor) et le NGF (Nerve Growth Factor) (Hotta et al., 2005). De méme,
apres lésion corticale, les niveaux d’expression du FGF (Fibroblast Growth Factor)
(Nieto-Sampedro et al., 1988), du GDNF (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor)
(Cheng et al., 2008) et du VEGF (Vascular Endothelial Growth factor) (Skold et al.,
2005) sont augmentés.

Partant de ce principe, un certain nombre d’équipes s’est intéressé a |'effet
de I'administration de tels facteurs au niveau du site de lésion dans différents
modeéles. Par exemple, la surexpression du VEGF-A a un effet neuroprotecteur aprées

ischémie corticale puisqu’elle favorise la survie neuronale et réduit la taille de Ila
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lésion. Ceci se traduit par une amélioration fonctionnelle significative par rapport
aux souris non traitées (D’Onofrio et al., 2011).

Enfin, il semblerait que combiner I'administration de facteurs trophiques a la
transplantation pourrait favoriser la survie des cellules greffées. Dans une série de
travaux, apres lésion ischémique, Lee et al., (Lee et al., 2007 ; Lee et al., 2009 ; Lee et
al., 2010) réalisent des expériences de transplantation dans le cortex de cellules
souches neurales humaines (hNSCs) qui surexpriment le GDNF, le VEGF ou le BDNF.
Dans ces conditions, les cellules transplantées se différencient en neurones ; leur
survie et les améliorations fonctionnelles qu’elles induisent sont augmentées par

rapport aux hNSCs ne surexprimant pas ces facteurs.

d) Délai entre la lésion et la transplantation neuronale

Il apparait qu’introduire un délai entre la lésion et |la transplantation favorise
la survie et le développement du transplant (Nieto-Sampedro et al., 1983, Gibbs et
Cotman, 1987 ; Gonzalez et Sharp, 1987 ; Grabowski et al., 1994). Avec un modéle de
lésion ischémique par occlusion de I'artere cérébrale moyenne (MCAO), Grabowski
rapporte un effet similaire avec des délais de 5-7 jours ou de 8 semaines; et les
conditions seraient les plus favorables avec un délai de 3 semaines. Cependant,
d’autres études indiquent que des délais courts seraient préférables puisqu’il
semblerait que |'effet soit maximum lorsque le délai coincide avec le moment ou la
libération de facteurs neurotrophiques par les astrocytes autour de la lésion est
maximale ; soit 9 jours dans le modéle de transplantation de tissu embryonnaire
striatal dans le cortex entorhinal utilisé par les auteurs (Nieto-Sampedro et al.,
1983). De méme, la récupération fonctionnelle a des tests de mémorisation spatiale
suite a une lésion du cortex frontal médian était meilleure lorsque la transplantation
était réalisée 7 ou 14 jours aprés la lésion ; les transplantations réalisées 30 ou 60
jours apres la lésion n’ayant pas d’effet (Stein et al., 1988). Il a alors été émis
I'hypothése que lintroduction d’'un délai entre la lésion et la transplantation
permettrait: la néoformation de vaisseaux, la libération par les astrocytes de
facteurs trophiques autour de la lésion et dans la cavité [ésionnelle, et la diminution

des niveaux de neurotoxiques produits suite a la lésion (Gonzalez et Sharp, 1987).
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e) Vascularisation des neurones transplantés

En conditions pathologiques, des phénoménes de néoangiogeneése (extension
de I'arbre vasculaire a partir de vaisseaux pré-existants) et de néo-vasculogenése
(formation de novo de vaisseaux sanguins) sont induits sous l'influence de facteurs
tels que le VEGF, le FGF et les angiopoiétines (pour revue, Xiong et al., 2010). Il a été
montré récemment, dans un modeéle de lésion de la moelle épiniére, que la
néoangiogenese post-traumatique est un phénoméne dynamique et transitoire qui
présente un pic d’intensité une semaine apres la Iésion. De plus, la repousse axonale
est plus importante et plus rapide a proximité des vaisseaux sanguins (Dray et al.,
2009).

L'importance de la vascularisation des transplants, qui permet un apport en
oxygéne et en composés métaboliques, a été pressentie dés les travaux de Dunn
(Dunn, 1917), et largement confirmée depuis. Les vaisseaux sanguins présents dans
les transplants proviennent a la fois de I’hote et du greffon ; et I'interaction entre les
cellules endothéliales de I’hote et du transplant est primordiale pour I’établissement
d’un réseau vasculaire fonctionnel. Aussi, dans un premier temps, la survie du tissu
greffé dépend largement de I'apport sanguin qu’il regoit du tissu héte. Dans un
second temps, les cellules endothéliales du transplant participent a la
vascularisation, et la formation d’anastomose permet de réunir les vaisseaux des
deux origines (Krum et Rosenstein, 1988). Les données temporelles concernant la
vascularisation des transplants sont variables d’une étude a 'autre, et notamment
selon que la transplantation soit sous forme de bloc ou de suspension cellulaire
(Dusart et al., 1989 ; Grabowski et al., 1992 ; Pennel et Streit, 1997). Il n’apparait pas
non plus clairement si I'organisation du réseau vasculaire dans les transplants est
comparable a celle de I'h6te (Krum et Rosenstein, 1989 ; Senatorov et al., 1991), ou
si sa densité est moindre (Grabowski et al., 1992).

Par ailleurs, il a été démontré que |'implantation des transplants dans des
sites hautement vascularisés, tels que le plexus choroide ou la chambre antérieure
de I'ceil, favorise leur survie (Olson et al., 1982 ; Stenevi et al.,, 1976). De plus, la

transplantation préalable d’un iris, qui posséde une riche vascularisation, forme un
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« lit vasculaire artificiel » et favorise la survie des cellules transplantées (Stenevi et
al., 1976).

De plus, il a été démontré dans des modeles de la maladie de Parkinson
gu’accroitre la vascularisation des neurones embryonnaires dopaminergigues
transplantés soit pharmacologiquement (Finger et Dunnett, 1989), soit en faisant
surexprimer aux cellules greffées du VEGF, favorise leur développement et leur
survie (Casper et al., 2002 ; Lee et al., 2007).

Pour conclure, la transplantation de neurones embryonnaires permet de
comprendre des mécanismes fondamentaux liés au développement ainsi qu’aux
mécanismes de réparation cérébrale. Elle a permis de mettre en évidence le
potentiel longtemps sous-estimé (notamment chez I'adulte) des thérapies cellulaires
dans le cadre de lésions du SNC. Des études cliniques utilisant des cellules
embryonnaires neuronales ont d’ailleurs été réalisées, notamment chez des patients
Parkinsoniens, et mettent en évidence un certain effet bénéfique de ces greffes chez
une partie des patients. Cependant, la transplantation de neurones embryonnaires
pose un certain nombre de problemes. Tout d’abord, elle souléve des questions
éthiques, puisque le tissu prélevé provient de feetus avortifs, d’autant plus que le
nombre de feetus nécessaires pour chaque patient est élevé (il faut par exemple 6
foetus pour traiter un patient parkinsonien). D’autre part, le préléevement, la
préparation, et I'implantation de tissu embryonnaire représentent des difficultés
logistiques importantes.

Pour ces raisons, des sources alternatives de neurones ont été envisagées et, ces
dernieres années, les études de thérapies cellulaires basées sur |'utilisation de
cellules souches, ou plus récemment de cellules pluripotentes induites (IPSCs pour

« induced pluripotent stem cells ») se sont multipliées.
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C. Transplantation de neurones dérivés de
cellules souches

1. Généralités sur les cellules souches

Une cellule souche est une cellule non différenciée qui posséde des capacités
d’auto-renouvellement théoriquement infinies, et qui peut se différencier pour
donner des cellules spécialisées. Classiguement, elles peuvent étre subdivisées en
deux groupes. Les cellules souches embryonnaires (ESCs pour « embryonic stem
cells ») sont dérivées du blastocyste et sont pluripotentes, c’est a dire capables de
donner naissance a tous les types cellulaires, a I'exception des cellules germinales.

Les cellules souches organe ou tissu spécifigues dérivent des ESCs et sont
multipotentes, c’est a dire capables de donner naissance a différents types
cellulaires mais restreints a un lignage cellulaire donné. Ces derniéres sont présentes
durant la vie embryonnaire, mais également chez I’adulte (pour revue, Anderson et
al., 2001).

Les cellules souches peuvent se diviser par divisions symétriques (elles
donnent alors naissance a deux cellules souches) ou par divisions asymétriques (elles
donnent alors une cellule souche et une cellule dite « engagée » vers un lighage
spécifique). Les cellules « engagées » sont appelées précurseurs ou progéniteurs. lls
peuvent continuer a proliférer afin d’augmenter le nombre de cellules disponibles ;
on les appelle alors «transit amplifying cells » pour cellules s’amplifiant
transitoirement. Enfin, ils se différencient en cellule mature spécifique. On considére
gu’il existe une relation inverse entre le « potentiel » d’une cellule, et son niveau de
spécification ou de différenciation (Figure 9).

Cependant, la notion de restriction du lignage des cellules souches organe ou
tissu spécifiques a été remise en question par des expériences mettant en évidence

les phénoménes de « transdifférenciation » et de « transdétermination » qui
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Figure 9: Origine des cellules souches permettant la génération de cellules

A

neurales. Le niveau de potentiel des cellules est inverse a leur niveau de

spécification. (D’aprés Gage, 2000).
permettent a des cellules différenciées ou a des cellules souches tissu spécifiques
adultes issues d’un organe de changer d’identité et de produire des cellules d’un
autre organe. Il s’agit la d’une conversion directe puisque les cellules sont
reprogrammeées sans passer par un stade intermédiaire pluripotent. Plus récemment
encore, en 2006 et 2007, des cellules souches pluripotentes ont pu étre générées
artificiellement a partir de cellules somatiques adultes en forgcant I'expression de
certains génes, dits de pluripotence (Takahashi et Yamanaka, 2006) (Figure 10). Ces
IPSCs sont semblables aux ESCs en terme de morphologie, de propriétés de
croissance, des marqueurs qu’elles expriment et par leur activité télomérase élevée.

Elles sont capables de se différencier et doivent de méme étre reprogrammées vers
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un lignage cellulaire spécifique avant d’étre utilisées dans le cadre d’études de
transplantation par exemple. L'un des obstacles majeurs a leur utilisation est leur
propension a former des tumeurs. Ainsi, certains groupes essaient de trouver des
alternatives a la voie classique de génération des IPSCs par transfection de génes
associés aux cellules souches tels que Oct-3/4 ou Sox2 (Takahashi et Yamanaka,
2006); par exemple, en reprogrammant les cellules a l'aide de protéines

recombinantes qui pénetrent dans les cellules (Zhou et al., 2009).

Somatic (Adult) cells

DIFFERENTIA

INDUCED PLURIPOTENCY
(Dedifferentiation)

Figure 10: Déterminisme neural par transdifférenciation ou apres
reprogrammation. Le schéma représente les mécanismes du processus de
différenciation (de gauche a droite) a partir de cellules souches embryonnaires ou
induites (de droite a gauche). La transdifférenciation de cellules somatiques
comme les fibroblastes en cellules neurales (de haut en bas) est directe, et ne
passe pas par le stade « souche » ; les facteurs impliqués dans la conversion

miroir (de bas en haut) n’ont pas encore été décrits. (D’apres Masip et al., 2010).

La génération de neurones dérivés de cellules souches embryonnaires ou
induites permet d’avancer dans |la compréhension des mécanismes

développementaux et de spécification neuronale et ouvre de nouvelles perspectives
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thérapeutigues dans les domaines de modélisation de pathologies cérébrales et de
réparation cérébrale avec l'espoir de pouvoir générer un nombre illimité de
neurones de tous types. Dans les sections suivantes, nous présenterons les travaux
de recherche portant sur la génération et la transplantation de neurones corticaux

dérivés de ESCs ou IPSCs murines ou humaines.

2. Génération et transplantation de neurones
corticaux a partir de cellules souches

Potentiellement, les cellules souches pourraient permettre de recréer in vitro
tous les types cellulaires. La possibilité d’induire un phénotype neuronal a partir
d’ESCs a ouvert de nouvelles perspectives thérapeutiques dans le domaine de la
réparation cérébrale basée sur les thérapies cellulaires. La complexité due a la
diversité des populations neuronales et des connexions établies dans le CNS
complique la tache en vue d’une application clinique mais de récentes études
prometteuses laissent espérer la possibilité de recréer des populations cérébrales,
par exemple corticales, in vitro (Au et Fishell, 2008 ; Eiraku et al., 2008 ; Gaspard et
al., 2008 ; Gaspard et al, 2009a; Gaspard et al., 2009b). En rapport avec la
problématique de la génération de neurones corticaux, dans un premier temps, des
études ont rapporté la possibilité de générer une population homogéne de
progéniteurs de neurones du cerveau antérieur (Bibel et al., 2004 ; Watanabe et al.,
2005). Les cellules souches sont induites vers une identité neurale par 'ajout d’acide
rétinoique, et les cellules de la glie radiaire ainsi générées se différencient en
neurones, la plupart pyramidaux ; aprés des temps de culture plus longs, une faible
proportion d’interneurones est également générée (Bibel et al., 2004).

Plus récemment, le groupe de P. Vanderhaegen, a développé un protocole
permettant de générer in vitro des neurones corticaux a partir d’ESCs de souris, qui
miment les principales étapes de la corticogenése et la diversité neuronale corticale.
En se basant sur le modeéle de spécification neurale par défaut, les auteurs ont induit
une spécification neurale des ESCs en les cultivant dans un milieu dépourvu de
sérum ou de morphogenes. Afin d’induire une « identité caudale » des progéniteurs

ainsi générés, ils ont bloqué la voie de signalisation Sonic Hedgehog (SHh) et ont
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obtenu une population homogéne de progéniteurs neuronaux exprimant des
marqueurs corticaux. L’analyse des neurones dérivés de ces progéniteurs révele que,
comme dans le cortex, la plupart expriment des marqueurs des neurones
pyramidaux corticaux tels que les transporteurs vésiculaires du glutamate VGLUT1 et
VGLUT2, tandis qu’une minorité sont des interneurones GABAergiques, et aucun
n’exprime de marqueurs non-corticaux. De plus, la majorité des neurones générés
présente une morphologie pyramidale ou unipolaire caractéristique des neurones
glutamatergiques corticaux, et une minorité a une morphologie multipolaire typique
des interneurones corticaux. Enfin, par enregistrement électrophysiologique in vitro
en patch-clamp, il a été démontré que les potentiels d’action spontanés et les
courants post-synaptigues des neurones corticaux générés in vitro correspondent
également a leur phénotype GABAergique ou glutamatergique. Les neurones
générés expriment séquentiellement les différents marqueurs spécifiques des sous-
types de neurones pyramidaux des différentes couches (reelin, Thrl, Otx1,Ctip2,
Satb2 puis Cuxl), avec cependant une sous-représentation des neurones des
couches superficielles mais selon une séguence temporelle semblable a celle
retrouvée pendant la corticogenése. La transplantation de ces neurones dans le
cortex frontal chez la souris nouveau-né a permis de mieux les caractériser. Aprés
un temps de survie d’'un mois, les neurones transplantés expriment des marqueurs
moléculaires des neurones pyramidaux, présentent des caractéristiques
morphologiques de neurones pyramidaux matures, et envoient des projections selon
un schéma semblable a celui des efférences corticales et plus précisément vers les
cibles du cortex visuel. Ce profil de projections ne semble pas étre guidé par des
facteurs environnementaux (de I’h6te), puisque les greffes ont été réalisées dans le
cortex frontal, mais il semblerait plutét que les cellules aient acquis un phénotype
spécifique de type « cortex visuel » (Gaspard et al., 2008 ; Gaspard et al, 2009a ;
Gaspard et al., 2009b).

Paralléelement, une autre équipe a confirmé la possibilité de générer in vitro,
a partir de cellules souches embryonnaires murines ou humaines, différents sous
types de neurones corticaux fonctionnels selon une séquence spatio-temporelle
mimant celle s’établissant in vivo. De plus, de maniére intéressante, l'identité

« régionale » des progéniteurs générés in vivo semble pouvoir étre controlée
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sélectivement. Par exemple, conformément a son réle in vivo, la modulation du
signal Fgf8, modifie I'identité rostro-caudale des neurones générés in vitro (Eiraku et
al., 2008).

En 2010, une équipe décrit la possibilité de générer a partir de ESCs murines
(mESCs) des précurseurs de neurones a projection corticaux qui, une fois
transplantés dans le cortex moteur, somatosensoriel ou visuel de souris postnatales,
se différencient et émettent des projections organisées somatotopiguement vers les
cibles corticales et sous-corticales appropriées selon le site de transplantation, et
forment des connexions synaptiques avec I’hote (Ideguchi et al., 2010).

La possibilité de générer des neurones corticaux a partir d’ESCs humaines
(hESCs) a également été rapportée par d’autres auteurs, mais l'identité exacte des
neurones générés n’est pas complétement éclaircie. Précisément, leur intégration in
vivo et les profils de projection de ces neurones n’ont pas été évalués (Li et al.,
2009 ; Zeng et al., 2010 ; Shi et al., 2012). Cette question a été évaluée dans notre 3°

étude.

Ces résultats sont encourageants, et montrent qu’avec des protocoles parfois
étonnement peu complexes, différents groupes ont réussi a générer des neurones
corticaux a partir de cellules souches embryonnaires de souris ou humaines.
Cependant, plusieurs questions restent en suspens.

Tout d’abord, dans les études présentées par Gaspard et Eiraku, il semble
plus compliqué de « recréer » in vitro les événements tardifs de la corticogenése
puisque la proportion de neurones des couches superficielles est moindre. Cela
pourrait s’expliquer par le fait que les populations de neurones générés
précocement dérivent de la VZ, tandis que les populations suivantes dérivent de la
SVZ ; or il s’agit de deux populations de progéniteurs qui présentent des différences
fondamentales et les modeéles développés in vitro ne permettraient pas de générer
correctement la SVZ. De facon intéressante, il a été démontré récemment que le
traitement des mESCs par un inhibiteur des histones déacétylases, I'acide
valproigue, permettrait d’augmenter la proportion de neurones des couches

superficielles (Juliandi et al., 2012).
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Par ailleurs, ldeguchi, semble avoir réussi a constituer une population
cellulaire semblable a des progéniteurs corticaux au stade E12-E13 qui, selon
I'environnement dans lequel ils sont transplantés, établissent des projections et
contacts synaptiques adaptés selon le profil attendu pour la région ou ils sont
transplantés. Les résultats des expériences de transplantation présentés sont
réalisés chez la souris nouveau-né, et vont dans le sens des résultats obtenus dans le
cas de transplantations hétérotopiques de fragments de tissu embryonnaire prélevés
a E12 (Pinaudeau et al., 2000). Il serait cependant intéressant de voir si, de la méme
maniere, chez I’adulte, les projections pourraient s’établir, mais également étre ainsi
«dirigées » par des signaux présents dans I’environnement que constitue I’héte.

Un autre point crucial concerne la propension des ESCs a former des
tumeurs. Ce risque semble contrélé dans le cas d’expériences de transplantation
dans un environnement immature (chez le nouveau-né) ou il est possible que les
facteurs exprimés limitent la tumorigenése comparativement au SNC adulte. De
plus, le développement de tumeurs dépendrait du stade de maturation des cellules
transplantées (Ideguchi et al., 2010).

Enfin, la question de la capacité de ces cellules a induire une récupération

fonctionnelle se pose également.

En conclusion, I'utilisation d’ESCs présente de nombreux atouts, tels que la
possibilité de générer une quantité théoriquement illimitée de neurones spécifiques.
Mais elle souffre également de certaines limites : d’'une part, du fait de la variabilité
de la capacité des différentes lignées d’hESC utilisées a générer du tissu neural
puisque bien qu’elles expriment a I'état indifférencié des niveaux semblables de
marqueurs communs tels que Oct4 ou Nanog, les niveaux d’expression de
marqueurs spécifiques de I'endoderme, du mésoderme ou de I'ectoderme varient
selon les différentes lignées lors de leur différenciation (Osafune et al., 2008) ;
d’autre part, si les principales étapes de la corticogenése chez I’humain sont
connues, il manque parfois de références auxquelles comparer le développement

des neurones générés a partir des hESCs en laboratoire ; et enfin, apparaissent des

guestions éthiques et logistiques (bien que moindres comparées aux cellules
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embryonnaires) puisque I'utilisation des hESCs dépend de la disponibilité de
blastocystes humains surnuméraires.

Le développement de neurones a partir de cellules somatiques
reprogrammeées représente alors une solution alternative, avec l'avantage de
prélever les cellules directement sur le patient a traiter et d’éviter ainsi les
problémes de rejet et de proposer des neurones patient-spécifiques avec le méme

fond génétique.

Aussi, depuis la découverte récente de la possibilité de reprogrammer des
cellules somatiques en cellules pluripotentes (Takahashi et Yamanaka, 2006), la
course a la génération de neurones « a la carte » a partir des IPSCs est lancée.

Ainsi, des motoneurones spinaux (Dimos et al ., 2008 ; Ebert et al., 2009 ; Hu
et Zhang, 2009), des cellules rétiniennes (Osakada et al., 2009), ou encore des
neurones dopaminergiques (Wernig et al., 2008 ; Hargus et al., 2009) ont été créés.

En ce qui concerne les neurones corticaux, en se basant sur les résultats
obtenus a partir d’ESCs, quelgues auteurs rapportent la possibilité de générer des
cellules neuroépithéliales a partir d’IPSCs, et d’induire leur différenciation en
neurones corticaux glutamatergiques (Zeng et al., 2010; Shi et al.,, 2012). Les
neurones sont générés selon une séquence temporelle semblable a celle observée in
vivo, forment des synapses fonctionnelles, et acquierent des propriétés
électrophysiologiques de neurones corticaux matures. De plus, toutes les phases
(précoces et tardives) de la corticogenése sont reproduites dans le modéle présenté
(Shi et al., 2012). Cependant, I'intégration et le développement de ces neurones in
vivo n’a pas été étudiée, et leur identité région-spécifique reste méconnue. Ces
points sont abordés dans la troisieme étude présentée dans ce manuscrit.

Enfin, tout comme dans le cas des ESCs, la question de la fonctionnalité des
neurones dérivés d’IPSCs se pose, et la « sécurité » de leur utilisation, notamment du
fait de leur potentiel tumorigéne, doit étre évaluée avant d’envisager toute
approche clinique ; d’autant plus que la reprogrammation des cellules est le plus

souvent basée sur I'induction de génes dont 'oncogene Myc.
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lll. La neurogenése chez I'adulte et
ses potentielles applications a la
réparation cérébrale

A. Généralités sur la neurogenese adulte

La neurogenése, définie comme le processus qui permet de générer des
neurones matures fonctionnels a partir de précurseurs, a longtemps été considérée
comme ne survenant qu’aux stades développemental et périnatal. En effet, depuis
les travaux fondateurs de I'histologiste Santiago Ramon y Cajal au début du XX°
siecle, dominait I'idée que I’équilibre des réseaux neuronaux extrémement
complexes établis pendant le développement reposait sur leur stabilité, notion
opposée a la neurogenése. Ce dogme a été aboli suite aux travaux pionniers de
Joseph Altman qui, en 1965, grace a I'utilisation de [3H]-thymidine afin de marquer
les cellules en prolifération, mit en évidence la présence de nouveaux neurones dans
I’hippocampe du rat adulte (Altman and Das, 1965). Cependant, la communauté
scientifique resta sceptique jusqu’aux travaux de Goldman et Nottebhom qui, en
étudiant les bases neurologiques du chant des oiseaux, renforcérent les preuves de
la persistance d’évenements neurogéniques chez I’adulte (Goldman et Nottebohm,
1983). Au début des années 1990, des cellules souches neurales (NSCs pour neural
stem cells) furent isolées a partir de cerveaux de mammiféres adultes et expandues
in vitro (Reynolds et Weiss, 1992). Enfin, il a été démontré que la neurogenése avait
lieu in vivo chez les mammiféres et générait de nouveaux neurones de maniere

continuelle dans des régions spécifiques du CNS adulte. En effet, méme si a ce jour
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des NSCs ont été isolées a partir de nhombreuses régions cérébrales (pour revue,
Gottlieb, 2002), ces résultats sont controversés (pour revue, Gould, 2007), et il est
communément admis que la neurogenése adulte est un phénomeéne localisé
essentiellement dans deux niches neurogéniques principales: la zone sous
ventriculaire (SVZ) qui borde les ventricules latéraux, et la zone sous granulaire (SGZ)

du gyrus denté de I’hippocampe (pour revue, Ming et Song, 2005) (figure 11).

ACTUAL neurogenesis POTENTIAL neurogenesis
(neurogenic zones) (parenchyma)

[l Persistent germinal layers % § Neurons . Astrocytes Oligodendrocytes ¢ Local progenitors

i

Figure 11 : La neurogenese adulte chez les mammiféres est constitutive dans deux
niches neurogéniques principales : la SGZ du gyrus denté de I'hippocampe, et la
SVZ qui borde les ventricules latéraux. Plus récemment, des progéniteurs neuraux
ont été isolés dans d’autres régions cérébrales et peuvent, in vitro, générer des
neurones; in vivo, ils ne produiraient pas de neurones en conditions
physiologiques, mais pourraient étre activés en conditions pathologiques par
exemple. (D’apres Ponti et al., 2010).

La neurogenése a dans un premier temps été mise en évidence chez de
nombreuses espéces de mammiféres, y compris le primate non-humain (Gould et al.,
1999). La démonstration de sa persistance dans le cerveau adulte humain (Eriksson
et al., 1998) a ouvert de nouvelles perspectives dans la recherche sur la modélisation
et le traitement des pathologies cérébrales.

Ainsi, si le role de la neurogenése dans les phénomeénes de plasticité ou
d’apprentissage et de mémorisation est bien décrit, la question de son potentiel

pour la réparation cérébrale est ouverte. En effet, les patients souffrant de lésions
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cérébrales ne montrent pas de récupération spontanée, ou alors de maniére
marginale. Aussi, la possibilité d’exploiter les NSCs présentes au sein du SNC adulte
offrirait de nouvelles perspectives dans le domaine de la réparation cérébrale.

Parmi les deux zones neurogéniques cités précédemment, la SVZ semble
présenter le plus haut potentiel dans le cadre de thérapies cellulaires les mobilisant.
En effet, les cellules souches de la SVZ sont multipotentes et leur capacité d’auto-
renouvellement est illimité (Weiss et al., 1996 ; Doetsch et al.,, 1999). De plus, le
nombre de neurones générés dans la SVZ est supérieur a celui de la SGZ : on estime
chez le rat qu’entre 30000 et 80000 nouveaux neurones y sont formés chaque jour
(Kaplan et al.,, 1985), contre « seulement » 9000 dans I'hippocampe (Cameron et
McKay, 2001). Enfin, les cellules générées dans la SVZ présentent un potentiel de
migration intéressant puisqu’elles migrent en conditions physiologiques sur plusieurs
millimétres jusqu’au bulbe olfactif tandis que les cellules de la SGZ ne parcourent
gue guelgues micrométres entre leur lieu de naissance et la couche granulaire du
gyrus denté de I'hippocampe (Gould et Cameron, 1996).

Dans la suite de ce chapitre, nous nous focaliserons donc sur la neurogenése

au sein de la SVZ et ses potentielles applications a la réparation cérébrale.

B. Le systeme SVZ-RMS-OB

1. Généralités

Chez le rongeur adulte, en conditions physiologiques, les cellules souches de
la SVZ donnent continuellement naissance a des précurseurs qui migrent
rostralement en direction du bulbe olfactif (OB pour olfactory bulb). Cette migration
tangentielle en chaine se fait le long d’une voie bien définie : le flux rostral
migratoire (RMS pour rostral migratory stream) (Lois et al.,, 1996). Lorsqu’ils ont
atteint le bulbe olfactif, les neuroblastes immatures se détachent du RMS et

adoptent une migration radiaire jusqu’a leur position finale dans la couche
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granulaire (GCL pour granule cell layer) ou la couche glomérulaire ol ils se

différencient en neurones matures (pour revue, Whitman et Greer 2009) (Figure 12).
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Figure 12 : Génération des interneurones bulbaires par les cellules souches de la
SVZ. Cette neurogenése se déroule suivant 4 étapes : (1) les cellules souches (en
bleu) de la SVZ se divisent et générent des précurseurs qui eux mémes proliferent
(2) les précurseurs (en bleu clair) se différencient en neuroblastes immatures (en
vert) (3) les neuroblastes immatures migrent en chaine le long du RMS vers le
bulbe olfactif, ol ils migrent radiairement vers leur couche cellulaire (4) les
neuroblastes se différencient en neurones matures de la couche granulaire
(orange) ou périglomérulaire (rouge). Des marqueurs spécifiques sont exprimés
transitoirement par les cellules pendant ces différents stades. (D’aprés Ming et
Song, 2005).

La plupart des neurones ainsi générés sont des interneurones GABAergiques.
La grande majorité (95%) sont des interneurones de la couche granulaire, et les
autres sont des interneurones de la couche péri-glomérulaire (pour revue, Lledo et

al., 2006). Les interneurones de la couche péri-glomérulaire peuvent étre subdivisés
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en trois catégories selon leur immunoréactivité a la tyrosine hydroxylase (TH), la
calbindine et la calretinine (pour revue, Lledo et al., 2008).

Environ la moitié des neurones issus de la neurogenése secondaire sont
éliminés dans les semaines suivant leur naissance (Winner et al.,, 2002) tandis que
I'autre moitié s’intégre fonctionnellement aux réseaux pré-existants ; cependant,
leur réle précis reste encore flou (pour revue, Whitman et Greer 2009).

Notons par ailleurs que la SVZ postnatale est sporadiquement a l'origine
d’oligodendrocytes immatures qui migrent vers le corps calleux ou le striatum ou ils
se différencient en oligodendrocytes matures (pour revue, Jackson et Alvarez-Buylla,

2008).

2. Organisation et composition cellulaire de la
S

La SVZ est une fine région qui borde les ventricules latéraux. Elle apparait
pendant le développement et persiste a I’age adulte, constituant alors I'une des
deux niches neurogéniques majeures puisqu’elle retient la capacité de générer
continuellement des neurones et des cellules gliales. Elle est composée de trois
principaux types cellulaires désignés comme les cellules de type A, B et C ( Doetsch
et al., 1997 ; pour revue, Garcia-Verdugo et al., 1998 ; pour revue, Mirzadeh et al.,
2008). La SVZ est séparée du ventricule par une couche de cellules épendymaires,

les cellules de type E (pour revue, Jackson et Alvarez-Buylla, 2008) (Figure 13).

Les cellules de type B sont les « vraies » cellules souches de la SVZ. Elles ont
un rythme de prolifération lent (pour revue, Lledo et al., 2008), sont multipotentes,
ont des capacités d’autorenouvellement illimité, expriment des marqueurs de
cellules souches telles que la nestine, et sont a l‘origine de neurosphéres
multipotentes in vitro (Doetsch et al., 1999). Ainsi, dans un élégant travail en 1999,
Doetsch a mis en évidence leur capacité a régénérer la SVZ aprés élimination des
précurseurs immatures et des neuroblastes de la SVZ par un traitement a ’Ara-C,

une molécule anti-mitotique (Doetsch et al., 1999).
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Les cellules de type B présentent des caractéristiques morphologiques (forme
étoilée) et immunohistochimiques (notamment I’expression de la GFAP)
d’astrocytes, et ont de ce fait été définies comme étant des astrocytes (Mirzadeh et
al., 2008). Cependant, elles ne sont pas identiques aux astrocytes du parenchyme
adulte. Ces derniers ne présentent en effet aucune activité proliférative et expriment
des marqueurs tels que S100B contrairement aux cellules de type B. De la méme
manieére, les cellules de type B expriment des marqueurs de cellules souches tels que
la nestine ou Sox2 (Doetsch et al., 1997 ; Baer et al., 2007) qui ne sont pas exprimés
par les astrocytes du parenchyme adulte.

Les cellules de type B dérivent des cellules de la glie radiaire présentes
pendant le développement (Merkle et al., 2004).

Nous pouvons les sous-diviser en deux types: les cellules B1l, souvent
proches des cellules épendymaires, et les cellules B2, a linterface avec le
parenchyme striatal. On retrouve également des cellules de type B dans le RMS
(Doetsch et al.,, 1997). Par ailleurs, les contacts émis par les cellules B1 vers les
vaisseaux sanguins et les ventricules leur permettent de répondre a des signaux

présents dans la circulation et le liquide cérébro-spinal (Mirzadeh et al., 2008).

Les cellules de type C ou précurseurs d’amplification transitoire (transit
amplifying cells) sont issues de la division des cellules de type B et sont les
précurseurs des neuroblastes (cellules de type A) auprés desquelles elles
s’organisent souvent en amas. Au sein de la SVZ, elles présentent la plus forte
activité de prolifération. Elles ne sont présentes qu’au sein de la SVZ mais sont
absentes du RMS (Doetsch et al., 1997). Elles ne présentent pas les caractéristiques
de cellules gliales et n"expriment pas non plus la PSA-NCAM ; elles peuvent donner

naissance a des neurones ou des cellules gliales (Doetsch et al., 1997).

Les cellules de type A ou neuroblastes migrent en direction du bulbe olfactif
et sont organisées en chaines paralléles aux bords des ventricules dans la SVZ et le
long du RMS. Ces chaines de cellules de type A sont accompagnées d’astrocytes dans
le RMS ; dans la SVZ, elles sont isolées des cellules de type E et du striatum par

une gaine formée par les cellules de type B1 et B2 respectivement. Elles ont un corps
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Figure 13 : Cytoarchitecture de la SVZ. Les cellules épendymaires ciliées forment
une monocouche en contact avec les ventricules latéraux. Les cellules de type B
sont les cellules souches de la SVZ. Les cellules de type B1 sont en contact avec
les ventricules, et émettent souvent un prolongement vers les vaisseaux sanguins
(Bv). Les cellules de type B2 sont a l'interface avec le parenchyme striatal. Les
cellules de type C proviennent de la division des cellules de type B, et se
différencieront en neuroblastes immatures (cellules de type A). La microglie (Mg)
et les cellules endothéliales sont également présentes dans la SVZ et participent
notamment a la régulation de la neurogenése. (D’apres lhrie et Alvarez-Buylla,
2011).

cellulaire allongé et émettent un a deux prolongements, caractéristiques des cellules
en migration, et expriment des marqueurs de neuroblastes immatures tels que la
PSA-NCAM (molécule d’adhésion cellulaire polysialylée), la DCX (doublecortine) ;
elles expriment également la nestine mais n’expriment pas la GFAP. Elles sont
capables d’incorporer la [3H]-thymidine et donc de se diviser, y compris pendant leur

migration (Doetsch et al., 1997).
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Les cellules de type E ou cellules épendymaires forment une monocouche
épithéliale ciliée continue entre le ventricule et la SVZ (Doetsch et al.,, 1997). On
distingue les cellules épendymaires multiciliées (E1) des cellules épendymaires ne
présentant que deux cils (E2). Ces cils leur conféreraient un role de senseurs de
signaux mécaniques ou biochimiques provenant du liguide céphalo-rachidien
présent dans les ventricules latéraux (Mirzadeh et al., 2008).

Une controverse portant sur leur caractére « souche » s’est établie depuis
une dizaine d’années et semble toucher a sa fin grace a des résultats récents qui
montrent que bien qu’elles puissent étre a I'origine de neurones ou cellules gliales,
elles ne remplissent pas les critéres (tels que la capacité d’auto-renouvellement)
nécessaires pour étre définies comme des cellules souches. Elles ne participent pas
a la neurogenése secondaire en conditions physiologiques mais pourraient
représenter une source alternative de cellules en conditions post-traumatiques par

exemple (Carlén et al., 2009).
La microglie, population principale de cellules immunitaires du CNS, est

également présente dans la SVZ et participe activement a la régulation de la

neurogeneése dans cette niche (Walton et al., 2006).

3. Migration des cellules originaires de la SVZ

a) Migration tangentielle dans le RMS

Chez le rongeur, les neuroblastes immatures étroitement associées aux
astrocytes migrent en chaine le long du RMS pendant guelques jours pour atteindre
le bulbe olfactif distant de plusieurs millimétres (pour revue, Whitman et Greer
2009). Méme si certains neuroblastes du RMS peuvent retourner vers la SVZ, 80%
d’entre eux migrent rostralement vers le bulbe olfactif (Bolteus et Bordey, 2004).

Ce schéma coopératif de migration particulierement efficace (autour de 70-
80um/h) repose sur un mode saltatoire ou immobilité et mouvement s’alternent
(Bolteus et Bordey, 2004 ; Bovetti et al., 2007).

La migration tangentielle en chaine nécessite |'expression de PSA-NCAM. En

effet, 'inactivation du gene N-CAM induit une réduction de la taille du bulbe olfactif
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et des déficits fonctionnels associés a la mémorisation spatiale (Cremer et al., 1994) ;
et I'acide polysialique joue un roéle important dans la formation des chaines du RMS
puisque sa déplétion induit une dispersion des cellules les constituant (Hu, 2000).

La DCX, protéine associée aux microtubules, exprimée transitoirement par les
neuroblastes immatures en migration (Brown et al., 2003), est nécessaire pour la
migration des cellules de la SVZ en neurosphéres in vitro (Ocbina et al., 2006) et le
maintien de leur morphologie bipolaire (Koizumi et al., 2006). De plus, leur migration
est perturbée chez les souris KO pour la DCX (Koizumi et al., 2006). Cependant, in
vivo, toutes les cellules en migration n’expriment pas DCX (Nam et al., 2007), ce qui
suggere que la DCX est nécessaire pour I'organisation du RMS, sans pour autant étre
indispensable a la migration de chaque cellule individuellement.

Par ailleurs, des signaux de la famille des éphrines (Conover et al., 2000), des
intégrines (Jacques et al., 1998) et de la voie Slit-Robo (Wu et al., 1999) notamment
sont impliqués dans le contréle de la migration des neuroblastes.

Enfin, les astrocytes présents dans le RMS moduleraient la migration des

neuroblastes (Bolteus et Bordey, 2004).

b) Migration radiaire dans le bulbe olfactif

Lorsqu’ils ont atteint le bulbe olfactif, les neuroblastes se détachent des
chaines et migrent radiairement vers leur position finale dans la couche granulaire
ou périglomérulaire. Méme si les mécanismes de ce détachement ne sont pas
clairement élucidés, il apparait que la reeline (Hack et al., 2002) et la Tenascine-R
(Saghatelyan et al., 2004) y participent. La Tenascine-R joue par ailleurs un réle

direct dans l'initiation de la migration radiaire (Saghatelyan et al., 2004).

c) Réle de la vascularisation dans la migration des
neuroblastes

Les neuroblastes migrent en étroite association avec les vaisseaux sanguins
qui leur serviraient de support physique et moléculaire, aussi bien dans le RMS
(Snapyan et al., 2009 ; Whitman et al., 2009) que dans le bulbe olfactif (Bovetti et al.,
2007). L'interaction entre les cellules endothéliales et les neuroblastes peut étre

directe ou faire intervenir les astrocytes (Bovetti et al., 2007 ; Whitman et al., 2009).
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4. Particularités de la neurogenése secondaire
humaine

a) Organisation de la SVZ humaine

Une SVZ semblable a celle décrite chez les autres espéces est présente chez
I’humain (Bernier et al., 2000). Il existe néanmoins quelques différences en termes
de composition et d’organisation cellulaire. En effet, le ratio des types cellulaires A :
B: Cestde 1:3:1dans la SVZ humaine alors qu’il est de 3: 2: 1 chez la souris
(Curtis et al., 2005). Par ailleurs, la SVZ humaine présente pendant les premiers mois,
a proximité des astrocytes, un dense réseau de neuroblastes immatures qui laisse
place par la suite a une structure formée d’un ruban astrocytaire et d’'une couche

hypocellulaire (Qui ones-Hinojosa et al., 2006 ; Sanai et al., 2011) (Figure 14).

b) Neurogenese bulbaire chez ’humain ?

Les questions de la persistance en conditions physiologiques de la
neurogenese post-développementale et de la présence du RMS chez I'humain sont
jusgu’a présent sujettes a controverses (Macklis, 2012).

De récents travaux du groupe d’Arturo Alvarez-Buylla présentent des
différences quantitatives et qualitatives entre les systémes SVZ-RMS-BO des
rongeurs et de 'humain. En effet, il démontre que la neurogenése y décline chez
I’humain pendant I'enfance et est presque inexistante chez I'adulte (Sanai et al.,
2004 ; Sanai et al., 2011). Ceci est en accord avec une étude récente qui rapporte
gue la neurogenése avec survie a long terme des neurones générés est un
phénoméne extrémement limité chez I'adulte (Bergmann et al., 2012). Par ailleurs,
s’ils ne contestent pas la présence du RMS chez le jeune enfant, ils émettent des
doutes quant a la persistance d’'une migration en chaine massive chez I'adulte ; les
neuroblastes migreraient plutét individuellement (Sanai et al.,, 2004 ; Sanai et al.,
2011). Par ailleurs, chez I’humain, une seconde voie de migration tangentielle a été

décrite en direction du cortex préfrontal (Sanai et al., 2011).
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Figure 14 : Organisation de la SVZ humaine dans le plan coronal. La couche | aux
bords des ventricules latéraux contient les cellules épendymaires. La couche Ii,
hypocellulaire, précede la couche Il formée d’astrocytes qui émettent des
prolongements vers le ventricule latéral. La couche |V est a la transition avec le
parenchyme cérébral. Des neurones sont présents, notamment a l'interface entre
les couches Il et IV. (D’apres Quifiones-Hinojosa et al., 2006).

Enfin, le groupe d’Arturo Alvarez-Buylla conteste (Sanai et al., 2007) des
travaux du groupe de Curtis qui concluent que bien que son anatomie soit altérée du
fait de I'expansion plus importante du cerveau humain, un RMS fonctionnel
semblable a celui des autres espéces est présent chez I'humain adulte (Curtis et al.,

2007 ; Kam et al., 2009). De la méme maniere, d’autres auteurs concluent que de
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nouveaux neurones générés dans le systéme SVZ-RMS-BO peuplent continuellement
le bulbe olfactif adulte via le RMS (Bedard et al., 2004 ; Wang et al., 2011).

En conclusion, il semblerait que le terme « flux » ne soit pas approprié pour
décrire la migration des neuroblastes chez I’humain adulte, et les termes « extension
rostrale de la SVZ » ou « ruban astrocytaire » semblent préférables.

Du fait de ces potentielles variations inter-espeéces, il apparait alors que la
transposition des résultats des modeles animaux a '"humain doit étre considérée

avec prudence.

k. Réqulation de la neurogeneéese

De nombreux facteurs intrinseques (exprimés par les cellules de la SVZ),
extrinsegues (produits par les tissus environnants), et environnementaux régulent la
neurogenese chez I’adulte. Nous ne les citerons pas tous ici, mais nous verrons qu’ils
peuvent influer sur les différentes composantes du processus neurogénigue, a savoir
le maintien de la niche, la prolifération, la différenciation, la migration, la survie et la

maturation des cellules de la SVZ (Figure 15).

a) Facteurs intrinseques

De nombreux morphogénes régulent la neurogeneése, dont les membres des
familles Notch, Shh, Wnts et BMPs.

La voie Notch participe au maintien des cellules souches en favorisant leur
autorenouvellement et en réprimant I'engagement des cellules vers une
différenciation neuronale ou gliale (Hitoshi et al., 2004).

Shh est nécessaire au maintien des progéniteurs chez I'adulte, et la
stimulation de la voie Shh augmente leur prolifération (Machold et al., 2003).

Les BMP et leurs récepteurs sont exprimés par les cellules de la SVZ. Elles ont
une action négative sur la neurogenése en favorisant la gliogenése. Leur action est
antagonisée par la noggine et la neurogenesine-1 qui sont exprimées par les cellules

épendymaires de la SVZ (Lim et al., 2000).
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Les éphrines, connues pour leur implication dans le guidage axonal,
participent également a la régulation de la prolifération cellulaire de la SVZ. Les
cellules de type A et C expriment I'éphrine A2, et les cellules épendymaires et
certaines cellules de type B expriment le récepteur EphA7. Ce dernier induit une
inversion du signal éphrine A2 et diminue ainsi la prolifération des cellules de type C.
Par ailleurs, les cellules de la SVZ expriment les ligands des éphrines B, et bloquer
I'interaction entre les éphrines B et leurs récepteurs induit une augmentation de la

prolifération cellulaire dans la SVZ (pour revue, Genander et Frisén, 2010).

L'identité cellulaire des cellules de la SVZ s’acquiére sous l'influence de
facteurs de transcription. Parmi eux, Pax 6, exprimé dans la SVZ et surtout par les
neuroblastes en migration, favorise la neurogenése; et Olig-2, exprimé par les

cellules de type C de la SVZ, induit la gliogenése (pour revue, Lledo et al., 2006).

Différents mécanismes épigénétiques, c’est a dire des modifications
héritables et réversibles de I’expression génique sans altération de la séquence ADN,
participent a la régulation de la neurogenése: méthylations, modifications des
histones et ARN non-codants interviennent pendant les différentes étapes du

processus neurogénique (pour revue, Sun et al.,, 2011).

La neurogenése est modulée par I'état inflammatoire, notamment via
I'activation de la microglie et le recrutement des cellules T du systéeme immunitaire.
L'activation microgliale n’est pas par essence pro- ou anti-neurogénique, et son
effet dépend du ratio de sécrétion de molécules pro- ou anti-inflammatoires (pour
revue, Ekdhal et al., 2009).

La vascularisation, trés présente dans la SVZ, joue un role fondamental dans
I’'homéostasie et la régulation de la niche neurogénique et y permet la diffusion de
facteurs circulants comme des facteurs de croissance, des cytokines ou des éphrines
(pour revue, Decimo et al., 2012).

Les cellules endothéliales libérent des facteurs solubles qui stimulent I'auto-
renouvellement des NSCs et augmentent la neurogenése (Shen et al.,, 2004). Par

exemple, le PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor) active la voie Notch, et
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entretient le maintien des NSCs en évitant leurs divisions asymétriques (Andreu-

Agullo et al., 2009).

b) Facteurs extrinseques

Les neurotransmetteurs participent a la régulation de la neurogenése dans la
SVZ. Ainsi, le GABA, par son action sur les récepteurs GABA, des astrocytes de la SVZ
réduit la prolifération cellulaire (Liu et al., 2005). Les neuroblastes en migration
expriment également ce récepteur, et les astrocytes expriment des transporteurs au
GABA. Ainsi, la modulation des niveaux de GABA, notamment via la régulation de sa
recapture par les astrocytes, controle la vitesse de migration des neuroblastes
(Bolteus et Bordey, 2004).

Les cellules de la SVZ possédent des récepteurs a la dopamine et recoivent
des afférences dopaminergiques qui stimulent leur prolifération (Coronas et al.,
2004 ; Hoglinger et al., 2004).

Similairement, la prolifération cellulaire des cellules de la SVZ est augmentée
par la sérotonine (Brezun et Daszuta, 1999); elle est a I'inverse diminuée par |'acide
nitrigue (Romero-Grimaldi et al., 2008).

Enfin, des neuropeptides tels que le PACAP (Pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide) ont une action positive sur la prolifération cellulaire dans la

SVZ (Mercer et al., 2004).

Le statut hormonal est également un acteur de la régulation de la
neurogenese chez l'adulte et contribuerait a I'acquisition de comportements
adaptatifs chez I'adulte. Ainsi, par exemple, la neurogenése augmente pendant la
gestation sous l'effet de la prolactine (Shingo et al., 2003). Les hormones
thyroidiennes, essentielles pendant le développement cérébral, participent
également a la régulation de la neurogeneése chez I'adulte. In vivo, I’hypothyroidisme
est en effet associé a une réduction de la prolifération et de la migration des cellules

de la SVZ (Lemkine et al., 2005).

De nombreux facteurs de croissance sont connus pour augmenter la

prolifération cellulaire dans la SVZ : parmi eux, le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic
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factor), le FGF (Fibroblast Growth Factor), 'EGF (Epidermal Growth Factor) et le
VEGF (pour revue, Lledo et al., 2006).

c) Conditions environnementales

Un certain nombre de neuropathologies induisant une mort neuronale étant
liées au vieillissement, la question de I’évolution de la neurogeneése avec I'age est
primordiale. Nous savons que la neurogenése diminue chez I'adulte de facon age-
dépendante. Il a été démontré qu’elle décroit de plus de 50% dans la SVZ chez les
souris agées de 24 a 26 mois par rapport aux jeunes souris adultes de 2 a 4 mois
(Maslov et al., 2004) parallelement a des modifications de I'architecture de la SVZ et
de I’expression de protéines régulant la niche neurogénique (pour revue, Decimo et
al., 2012). Cependant, sile nombre de NSCs est réduit, elles conservent des capacités
de prolifération et de différenciation en neurones fonctionnels (Ahlenius et al.,
2009 ; Stoll et al., 2011) qui permettent d’envisager de les exploiter en conditions
pathologiques.

Les effets des drogues d’abus et des médicaments sur la neurogenése ont
principalement été étudiés au niveau de la SGZ. Cependant, ceux-ci exercant un effet
sur les systémes de neurotransmission, qui eux méme modulent la neurogenése
dans la SVZ, il n’est pas surprenant de voir gu’ils peuvent agir sur la neurogenese de
la SVZ. Ainsi, les traitements antidépressifs ou antipsychotiques par exemple,
modulent notamment les transmissions sérotoninergique et dopaminergique
respectivement et modifient alors la neurogenése de la SVZ (pour revue, Decimo et
al., 2012). Par ailleurs, la nicotine agissant sur le systéme cholinergique augmente la
prolifération des précurseurs de la SVZ (Mudo et al., 2007); a linverse, la
dépendance alcoolique agissant principalement sur le systéme GABAergique
entraine une suppression durable de la prolifération cellulaire dans la SVZ (Hansson

et al., 2010).
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Figure 15: Régulation de la neurogenése dans la SVZ. Des programmes
intrinséques aux cellules de la SVZ et des facteurs extrinseques contrélent leur
prolifération, leur migration, ainsi que leur survie et leur intégration dans les
circuits neuronaux préexistants du bulbe olfactif. (D’apres Lledo et al., 2006).

L’exposition a un stress réduit le nombre de NSCs dans la SVZ (Hitoshi et al.,
2007).

L'effet positif de I'environnement enrichi sur la neurogenése dans le gyrus
denté est trés documenté ; dans la SVZ, il semblerait également bénéfique aprés
lésion ischémique (Komitova et al., 2005).

Si I'exercice physique augmente également la neurogenése dans le gyrus
denté, son rble sur la neurogenese de la SVZ est moins clair. L'exercice physique
volontaire pendant la premiére semaine post-ischémique serait délétére (Komitova
et al., 2005) tandis qu’il pourrait a long terme favoriser la prolifération, la migration

et la survie des cellules de la SVZ (Jin et al., 2010).
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d) Conditions pathologiques

En réponse a des conditions pathologiques, la neurogenése augmente dans
les niches neurogéniques d’ou les cellules peuvent migrer vers les régions Iésées et
s'intégrer aux réseaux existants. Il semblerait également que des conditions
pathologiques puissent activer des cellules souches gquiescentes présentes dans des
régions cérébrales non neurogénigues en conditions physiologiques telles que le
cortex (pour revue, Lledo et al., 2006).

Cependant, ces mécanismes ne suffisent pas a remplacer les neurones
détruits, et des effets adverses tels que la surexpression du facteur de transcription
Olig2 qui réprime la neurogeneése, surviennent également aprés lésion (Buffo et al.,
2006).

De nombreuses études se sont alors intéressées aux différentes stratégies
envisageables pour promouvoir la réparation cérébrale a partir des cellules souches
endogéenes : exploiter et potentialiser la neurogenése de la SVZ, et contrebalancer
les mécanismes moléculaires interférant avec elle.

Ainsi, dans la suite de ce chapitre, en nous focalisant sur les résultats obtenus
dans le cas de lésions corticales, nous décrirons les modifications prenant place dans
la SVZ en conditions post-lésionnelles, les mécanismes induisant leur migration vers
la région lésée, leur survie et leur intégration dans les circuits neuronaux pré-

existants.

C. Mobilisation des cellules souches endogeénes
de la SVVZ en conditions pathologiques

1. Proliféeration cellulaire et neurogenése apres
lésion corticale

Il est globalement admis qu’une lésion au niveau du cortex cérébral, a
distance de la SVZ, induit une augmentation de la prolifération cellulaire dans la SVZ

(pour revue, Saha et al., 2012). En effet, en utilisant la BrdU comme marqueur de la
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prolifération cellulaire dans la SVZ, il a été démontré que la prolifération cellulaire y
augmentait dans différents modeles de lésion corticale : aprés lésion traumatique
(Chirumamilla et al., 2002 ; Ramaswamy et al., 2005), aprés lésions ischémiques
importantes (Zhang et al., 2001) ou plus modérées et restreintes au cortex (Gotts et
Chasselet, 2005a; Wang et al.,, 2007a), et aprés lésion par aspiration chez le rat
(Szele et Chasselet, 1996).

L’accroissement de I'épaisseur de la SVZ conséquente a I'augmentation de la
prolifération cellulaire apparait rapidement aprés la Iésion (Ramaswamy et al., 2005)
avec un pic a une semaine (Zhang et al., 2001). De plus, ce phénomeéne est durable,
puisqu’il a été observé qu’un an apreés la Iésion, le nombre de cellules ayant proliféré
est trois a six fois supérieur selon le margueur de prolifération utilisé (Chen et al.,
2003).

Dans le cas de Iésions corticales unilatérales, plusieurs études n’ont décrit ce
phénomeéne que dans la SVZ ispilatérale a la [ésion (Zhang et al., 2001 ; Ramaswamy
et al.,, 2005). A linverse, Chen rapporte également une augmentation de la
prolifération cellulaire dans la SVZ controlatérale a la lésion (Chen et al., 2003). Ces
différences peuvent s’expliquer par le fait que ces études n’ont pas analysé le
phénomeéne sur la méme durée, or il est plus tardif dans la SVZ controlatérale a la
lésion. Par ailleurs, il semblerait confiné a la partie dorsale de la SVZ (Ramaswamy et
al., 2005).

Cependant, des résultats contradictoires ont été rapportés. Ainsi, Goings
rapporte une diminution de la prolifération des cellules de la SVZ aprés lésion
corticale par aspiration chez la souris (Goings et al., 2002). De la méme maniére,
apres des lésions excitotoxiques corticale ou striatale, Deierborg ne met en évidence
'augmentation de la prolifération cellulaire dans la SVZ que lorsque la lésion est
proche (striatale) (Deierborg et al., 2009). Les auteurs expliquent leurs résultats
respectivement par des différences inter-espéces, et par le fait que les facteurs
délivrés aprées la |ésion par le cortex, trop distant de la SVZ, ne pourraient pas induire
de modification de la prolifération des cellules de la SVZ. Cependant, et
particulierement pour I'étude de Deierborg, le modéle de lésion corticale utilisé, et

son étendue peu importante, pourraient expliquer les résultats obtenus.
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Parallelement, il a été décrit une augmentation différée (25 jours) du nombre
de neuroblastes immatures, exprimant des marqueurs tels que DCX ou PSA-NCAM,
dans la SVZ (Szele et Chasselet, 1996 ; Goings et al., 2002). Du reste, dans une étude
postérieure du méme groupe, ou la neurogenése dans la SVZ n’a étonnement été
évaluée que sur 10 jours, il n’a pas été montré d’augmentation a court terme du

nombre de cellules PSA-NCAM positives dans la SVZ (Sundohim-Peters et al., 2005).

2. Migration des neuroblastes vers le site de
lésion

Le remplacement des cellules du cortex lésé par les cellules souches
endogéenes suppose leur migration vers le site de lésion.

Cette question a été plus largement étudiée dans des modeles ischémiques
notamment, et les données disponibles aprés lésion restreinte au cortex sont plus
rares. Aprés lésion corticale par aspiration, des cellules BrdU*/DCX" sont retrouvées
dans le corps calleux (Sundohim-Peters et al., 2005). Similairement, dans un modéle
de lésion corticale par thermocoagulation, il a été observé aprés la Iésion des cellules
BrdU positives dans le striatum, le corps calleux, et autour du site de Iésion (Gotts et
Chasselet, 2005b). Cependant, ces études n’apportent pas de preuve de concept que
ces cellules ont migré depuis la SVZ, puisque nous savons qu’en conditions
pathologiques des cellules souches quiescentes, présentes dans des régions non-
neurogéniques en conditions physiologiques, peuvent étre réactivées (pour revue,
Gould, 2007). Pour essayer de répondre a cette question, la migration des cellules
de la SVZ a été étudiée aprés marquage de cellules de la SVZ par injection d’un
rétrovirus (Goings et al., 2004) ou de microsphéres fluorescentes (Ramaswamy et al.,
2005). Ces études ont montré que les cellules ainsi marquées migraient en direction

du striatum, du corps calleux et a longue distance vers le site de Iésion.

Il semblerait que cing jours aprés la lésion, la migration des neuroblastes vers
le bulbe olfactif ne soit pas affectée (Sundohlm-Peters et al., 2005). A l'inverse, une
autre étude du méme groupe a décrit précédemment que quatre jours apres la

lésion, le nombre de neuroblastes migrant vers le bulbe olfactif est réduit, alors gu'’il
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augmente trois semaines aprés la lésion, suggérant que les neuroblastes sont

transitoirement réorientés vers le site de |ésion (Goings et al., 2004).

3. Survie et differenciation des cellules originaires
de la SVZ

Dans un modéle de lésion ischémique par MCADQ, il a été démontré que des
neuroblastes immatures de la SVZ étaient recrutés et migraient vers le striatum lésé
ou ils se différencient en neurones matures de phénotype approprié. Cependant, les
auteurs ont estimé qu’environ 80% des nouveaux neurones formés mourraient apres
deux a six semaines; et seulement 0,2% des neurones striataux lésés ont été
remplacés (Arvidsson et al., 2002). Le recrutement des neuroblastes de la SVZ dans
ce méme modele de lésion a également été décrit au niveau du cortex, ou ils se
différencient en neurones matures et survivent aprés 35 jours (Kreuzberg et al.,
2010).

A l'inverse, dans un modele de Iésion corticale traumatique, le phénotype des
cellules de la SVZ ayant migré vers le site de lésion a été étudié. Ces cellules
expriment la nestine et la GFAP, mais seulement rarement des marqueurs de
neurones matures tels que NeuN (Salman et al., 2004). De la méme maniére, il a été
décrit que seules les cellules gliales, et pas les neuroblastes, migraient vers le cortex
|ésé par aspiration (Sundohlm-Peters et al., 2005).

Aussi, alors gqu’en conditions physiologiques, les cellules de la SVZ génerent
presque exclusivement des neurones destinés au bulbe olfactif, une partie des
cellules migrant vers le site de lésion seraient re-spécifiées en cellules gliales et
participeraient a la réaction gliale post-lésionnelle (Goings et al., 2004 ; Gotts et

Chesselet, 2005a).
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4, Facteurs impliqués dans le recrutemement des
neuroblastes de la S\/Z en conditions pathologiques

a) Facteurs moléculaires

Il apparait qu’un certain nombre de facteurs régulant la neurogenése en
conditions physiologiques sont également impliqués lors de la réaction de la SVZ a
une lésion. Par exemple, des facteurs de croissance comme FGF-2 ou le VEGF
participent a I'induction de la prolifération et de la migration vers le cortex lésé des
cellules de la SVZ (Agasse et al.,, 2007 ; Wang et al., 2007b) ; et des voies de
signalisation telles que celle de Notch (Givogri et al., 2009) et Shh (Amankulor et al.,
2009) sont activées en réponse a la lésion corticale. De la méme maniére, aprés
lésion, la reeline est surexprimée, et favorise le détachement des neuroblastes du
RMS et leur migration ectopique vers le site de lésion (Courteés et al., 2011).

Par ailleurs, d’autres systémes régulant la neurogenése et la migration des
neuroblastes ont été décrits, principalement dans un contexte post-lésionnel. En
effet, la |ésion crée une réaction inflammatoire qui induit la sécrétion de cytokines
dont les neuroblastes expriment les récepteurs, permettant ainsi leur recrutement.
Ces molécules peuvent étre catégorisées en deux groupes : chémoattractantes ou
chémorépulsives. Parmi les molécules chémoattractantes, SDF-1 (stromal derived
factor 1) est sécrétée par les astrocytes réactifs dont les neuroblastes expriment le
récepteur CXCR4 (pour revue, Young et al., 2011). In vitro, la surexpression de SFD1a
potentialise la migration des neuroblastes de la SVZ, tandis que la répression de
I'expression de CXCR4 produit I'effet inverse (Robin et al., 2006 ; Liu et al., 2008). La
voie chémorépulsive Slit-Robo joue un réle majeur dans la migration dirigée des
neuroblastes hors de la SVZ. En effet, Slit est exprimée dans la SVZ, et y constitue un
signal répulsif pour les neuroblastes qui expriment les récepteurs Robo-2 et Robo-3
(Wu et al,, 1999). Aprés lésion corticale cryogénique, il a été démontré une
augmentation des niveaux d’expression des ARNm des protéines de la famille Slit,
notamment Slit2 ; cependant le réle de ces modifications d’expression n’a pas

encore été clairement établi (Hagino et al., 2003).
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b) Réle de la vascularisation

Nous savons qu’en conditions physiologiques, une relation étroite existe
entre la vascularisation et la neurogenése dans les niches neurogéniques. Dans un
modele d’ischémie corticale par thermocoagulation, il a été décrit une corrélation
temporelle entre I'augmentation de la prolifération cellulaire dans la SVZ et les
modifications post-lésionnelles de la vascularisation qui y prennent place. En effet, la
lésion y induit une augmentation de la prolifération des cellules endothéliales, de
I'angiogeneése et de la perméabilité vasculaire consécutives a une augmentation des
niveaux d’expression du VEGF (Gotts et Chesselet, 2005b).

Par ailleurs, aprés lésion ischémique corticale, la sur-régulation par les
cellules endothéliales de facteurs tels que SDF-1 et Angl (angiopoietin 1) dont les
neuroblastes expriment les récepteurs CXCR4 et Tie2 respectivement favorise le
recrutemement des neuroblastes vers le site de lésion (Ohab et al.,, 2006). A
contrario, réduire l'expression du récepteur a I'Epo (Erythropoietin), cytokine
impliguée dans le processus d’hématopoiése, réduit la prolifération dans la SVZ et
perturbe la migration continue des neuroblastes vers le cortex en réponse a la lésion
(Tsai et al., 2006).

Enfin, conformement a ce qui a été décrit en conditions physiologiques, il a
été démontré, aprés ischémie, que les neuroblastes migrent vers le site de Iésion

cortical en association étroite avec les vaisseaux sanguins (Ohab et al., 2006).

5. Relevance fonctionnelle de la mobilisation des
cellules souches endogéenes

Afin d’étudier le réle des cellules souches endogénes recrutées en conditions
post-lésionnelles dans différents modéles, I'une des approches utilisées est la
suppression des précurseurs neuronaux de la SVZ par différentes techniques
(irradiation aux rayons X, administration de drogues antimitotiques, souris
transgéniques conditionnelles). Cette ablation entraine a minima une diminution du
recrutement cellulaire, voire une exacerbation de la Iésion ischémique (Arvidsson et
al., 2002 ; Jin et al., 2010). Aussi, dans un modéle de lésion ischémique, il a été

démontré que la suppression conditionnelle des cellules DCX positives dans une
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lignée de souris transgéniques augmentait a court terme la taille de la lésion, et
aggravait les déficits fonctionnels moteurs et sensorimoteurs associés a la lésion (Jin
et al., 2010).

Une autre approche pour évaluer I'implication fonctionnelle des neuroblastes
recrutés apres lésion est d’augmenter ce phénomeéne. Ainsi, I'administration de
SDF1p et d’angiopoiétine qui favorisent la neurogenese protege, pendant les 10
jours suivant la lésion ischémique corticale, de la perte des fonctions sensorimotrices
consécutive a la lésion (Ohab et al., 2006).

Ainsi, ces résultats suggerent que les neuroblastes de la SVZ participent a la
récupération fonctionnelle post-lésionnelle et représentent une cible thérapeutique
potentielle. Cependant, les mécanimes sous tendant cette amélioration ne sont pas
précisément connus et, a court terme (quelques jours), il s’agirait vraisemblablement
plutét de mécanismes faisant intervenir la libération de facteurs trophiques. En
effet, le remplacement cellulaire (qui impliguerait la naissance, la migration, la
différenciation et l'intégration fonctionnelle des nouveaux neurones) permettrait
une récupération plus tardive (quelques semaines) que celle mise en évidence dans

ces études.

En conclusion, la mobilisation des cellules souches endogénes pourrait
potentiellement étre utile a des fins thérapeutigues, mais un certain nombre de
questions restent encore en suspens. D’une part, les résultats décrits dans les
différentes études ne sont pas harmonisés, vraisemblablement car les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans les différents modeéles peuvent varier.
D’autre part, le développement de neurones matures fonctionnels et leur capacité a

remplacer les circuits 1ésés est encore hypothétique.
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Résumé de I’article 1 (en préparation)

Développement et maturation dans le temps des neurones embryonnaires
corticaux et de leurs projections axonales aprés transplantation dans le cortex

moteur lésé adulte

Isabelle Frappé', Sophie Péron', Mohamed Jaber', Afsaneh Gaillard’

1. Laboratoire de Neurosciences Expérimentales et Cliniques, INSERM U 1084,

Université de Poitiers, France

Le cortex moteur est une structure cérébrale hautement organisée contenant
de nombreux sous-types neuronaux ayant des phénotypes, des profils d’expression
génique, des profils de projection et des fonctions spécifiques. La majorité des
neurones corticaux sont des neurones glutamatergiques a projection qui projettent
vers les cibles corticales et sous corticales du cortex moteur. Les 20% restants sont
des interneurones GABAergiques qui sont principalement impliqués dans la
régulation des circuits locaux (Hendry et al.,, 1987 ; Meinecke and Peters, 1987).
Pendant le développement embryonnaire, le cortex moteur est généré a partir des
progéniteurs corticaux du télencéphale selon une séquence temporelle précise : les
neurones des couches profondes sont générés en premier, avant les neurones des
couches superficielles. L'expression spécifique de genes par les neurones a
projection des différentes couches corticales permet leur identification. Par
exemple, Ctip2 est utilisé comme marqueur des neurones a projection des couches
profondes V et VI, tandis que Cuxl est spécifique des neurones a projection des
couches superficielles (pour revue, Leone et al., 2008).

En réponse a une lésion corticale, les capacités de repousse axonale et de
régénération spontannée du systéme nerveux central sont limitées. La
transplantation neuronale apparait alors comme une stratégie thérapeutique
prometteuse afin de remplacer les neurones et les voies lésés. |l a été démontré que

la transplantation de neurones embryonnaires corticaux dans le cortex moteur lésé
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adulte permet la reconstruction anatomique des voies motrices Iésées, les neurones
embryonnaires transplantés développant des projections axonales vers les cibles
corticales appropriées, y compris a longue distance vers la moelle épiniére (Gaillard
et al., 2007). Il a été démontré par des expériences de transplantation homotopique
(par exemple, la transplantation de neurones embryonnaires du cortex moteur dans
le cortex moteur lésé) et hétérotopique (par exemple, la transplantation de
neurones embryonnaires du cortex visuel dans le cortex moteur lésé) que I'efficacité
des transplants a reconstruire les voies lésées dépend de la région d’origine des
neurones transplantés puisque seuls les transplants d’origine motrice permettent de
rétablir les voies motrices lésées (Gaillard et al., 2007). Il a aussi été démontré dans
des modeéles de la maladie de Parkinson que, parmi les neurones dopaminergiques
embryonnaires du mésencéphale ventral transplantés, seuls les neurones A9 nigraux
établissent des connexions avec le striatum de I’h6te (Thompson et al., 2009). La
région d’origine et le sous-type neuronal transplanté apparaissent alors comme des
éléments déterminants au regard de la capacité des neurones transplantés a
reconstruire les voies lésées.

L’étude morphologique des neurones corticaux embryonnaires transplantés
apres lésion ischémique corticale montre que les transplants contiennent des
neurones pyramidaux, des neurones non-pyramidaux et des cellules gliales
(Belichenko et al., 2001). De plus, par marquages immunohistochimiques et en
éléctrophysiologie (en patch clamp), il a été démontré que le glutamate est le
principal neurotransmetteur excitateur dans les transplants de neurones corticaux
embryonnaires implantés dans le cortex moteur |ésé par aspiration, et des
recepteurs GABAergiques, glutamatergiques et cholinergiques sont présents dans les
transplants embryonnaires ainsi que des neurones GABAergiques (Santos-Torres et
al., 2009). Cependant, il a été rapporté dans les transplants de neurones corticaux
embryonnaires transplantés dans les cortex somatosensoriel une réduction relative
de la proportion de neurones GABAergiques par rapport au cortex sain (Bragin et al.,
1991). De plus, l'organisation laminaire des transplants de neurones corticaux
embryonnaires placés dans le cortex lésé serait altérée : les neurones corticaux

embryonnaires s’organiseraient plutét en amas séparés par des faisceaux de fibres
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(Castro et al.,, 1985 ; Plumet et al., 1990 ; Garnier et al., 1995 ; Pinaudeau et al.,
2000 ; Gaillard et Roger, 2000 ; Santos-Torres et al., 2009).

L’objectif de notre travail a été d’étudier la maturation et le développement
des neurones embryonnaires corticaux transplantés dans le cotex moteur lésé
adulte, et d’analyser dans le temps, le développement de leurs projections axonales.

Pour cela, nous avons transplanté dans le cortex moteur |ésé par aspiration
de souris adultes des fragments de tissu embryonnaire cortical moteur prélevés a
E14 chez des souris surexprimant la GFP sous le contrdle du promoteur de I'actine-3.
Afin d’examiner le développement des cellules greffées, les souris transplantées ont
été sacrifiées a différents temps post-transplantation : a 2 jours, 4 jours, 7 jours, 14
jours et 30 jours. Les cerveaux ont été prélevés puis des immunomarquages ont été
réalisés sur les coupes de cerveau. Un immunomarguage contre la GFP a permis de
marquer les cellules transplantées et leurs prolongements axonaux. Afin de marquer
les neuroblastes immatures présents dans les transplants, des immunomarquages
contre la doublecortine (DCX, protéine associée aux microtubules présente dans les
corps cellulaires et prolongements des neurones immatures) et la PSA-NCAM (forme
polysialylée de la molécule d’adhésion cellulaire neurale, exprimée par les
progéniteurs neuraux) ont été réalisés. Les astrocytes ont été marqués par
immunomarquage contre la GFAP. Les neurones matures ont été marqués par
immunomarquage contre NeuN, et leur phénotype glutamatergique ou
GABAergique a été évalué par immunomarquages contre le V-GLUT1 (transporteur
vésiculaire du glutamate 1) et le GABA respectivement. Enfin, les immunomarguages
contre les facteurs de transcription Ctip2 et Cuxl ont permis de marquer
respectivement les neurones a projection des couches profondes et des couches
superficielles.

L’étude de la croissance des transplants et du développement de leurs
projections axonales GFP* montre que a 2 jours post-transplantation, les cellules
transplantées forment une fine couche dans la cavité lésionnelle au contact du
cortex moteur de I’héte (volume moyen +erreur standard: 0,07 + 0,02 mm?). Dans
certains cas, quelques projections axonales GFP® sont présentes dans le cortex
adjacent de I'h6éte. A 4 jours post-transplantation, le volume des transplants a

presque triplé par rapport a 2 jours post-transplantation (volume moyen *erreur
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standard: 0,2 + 0,06 mm?), et la quantité de fibres présentes dans le cortex adjacent
de I'h6te a augmenté. Dans certains cas, des fibres GFP™ sont présentes dans le corps
calleux. Sept jours aprés la transplantation, les transplants remplissent partiellement
la cavité lésionnelle (volume moyen terreur standard: 0,33 + 0,06 mmg), et de
nombreuses fibres GFP* sont présentes dans toutes les couches du cortex ipsilatéral.
Des fibres GFP® empruntent le corps calleux et atteignent le striatum dorsal
ipsilatéral et le cortex controlatéral. Quatorze jours apres la transplantation, les
transplants remplissent la cavité lésionnelle (volume moyen terreur standard: 0,63 +
0,08 mm?), la densité des projections axonales développées par les neurones
transplantés a augmenté par rapport au 7° jour post-transplantation. Certaines
fibres GFP™ atteignent des cibles sous-corticales distantes telles que le thalamus et la
capsule interne. Trente jours aprés la transplantation, le volume des transplants a
augmenté de 60% (volume moyen +erreur standard: 1 + 0,22 mm3) par rapport au
14e jour post-transplantation, et de nombreuses fibres GFP* innervent le cortex
ipsilatéral et controlatéral, le striatum, le thalamus et la capsule interne. Dans
certains cas, des fibres GFP* sont également présentes dans les noyaux du pont.

L’étude du développement et de la maturation des cellules greffées par
immunomarquages DCX, PSA-NCAM et NeuN montre que jusqu’a 4 jours post-
transplantation, les transplants sont principalement composés de neuroblastes
immatures (Fig. 1); aucun neurone mature NeuN" n’est présent dans les transplants
a ce temps. Sept jours apreés la transplantation, les cellules transplantées expriment
encore fortement la DCX et la PSA-NCAM, et dans certains cas, quelgues neurones
matures NeuN™ sont détectés (Figs. 1 et 2). Quatorze jours aprés la transplantation,
I'expression de DCX et de PSA-NCAM a fortement diminué dans les transplants, et de
nombreux neurones matures NeuN" sont présents dans tous les transplants (Figs. 1
et 2). Aprés 30 jours, seuls gquelques rares neuroblastes exprimant la DCX ou la PSA-
NCAM sont observés dans les transplants, principalement peuplés de neurones
matures (Fig. 3).

La caractérisation phénotypique des neurones transplantés par
immunomarquages contre le GABA et le V-GLUT1 montre qu’une majorité des

neurones matures présents dans les transplants sont de type glutamatergique, et les
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autres sont de type GABAergique, conformément a la composition neuronale du
cortex moteur sain (Fig. 3). De plus, les facteurs de transcription des neurones a
projection Cuxl et Ctip2 sont exprimés par les cellules transplantées dés le 2° jour
post-transplantation et jusqu’au 30° jour post-transplantation (Fig. 4). Les neurones
exprimant soit Cux1, soit Ctip2 semblent présenter un certain niveau d’organisation,
puisque bien que les différentes couches corticales ne soient pas apparentes, ils se
regroupent en amas distincts au sein du transplant (Fig. 4).

L'immunoréactivité pour la GFAP, marqueur des astrocytes, est élevée
jusqu’a 7 jours post-transplantation; elle diminue a partir de 14 jours post-
transplantation et apparait principalement a la limite hote/transplant et entre les
amas neuronaux.

Cette étude présente donc une description détaillée de la maturation, de la
composition cellulaire et des projections axonales des neurones corticaux
embryonnaires transplantés dans le cortex moteur lésé de la souris adulte. Elle
fournit ainsi des données de références auxquelles pourront étre comparés le
développement aprés transplantation de neurones corticaux dérivés de cellules

souches.



84

D
Cx
Day 4
H
Cx
Day 14 —_—

Figure 1 : (A-H) Images en microscopie confocale de I'expression de la DCX (en

rouge) dans les transplants GFP+ (en vert) a différents temps post-
transplantation. Les cellules transplantées expriment fortement la DCX jusqu’a
7 jours post-transplantation (A-F), puis son expression diminue a 14 jours aprés

la transplantation (G,H). Cx : cortex. Barre d’échelle : (A-H) 200 pum.
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Figure 2: (A-D) Images en microscopie confocale montrant les neurones

matures NeuN+ (en rouge) dans les transplants GFP+ (en vert). Sept jours apreés
la transplantation, quelgues neurones matures sont présents dans les
transplants (A,B). Quatorze jours aprés la transplantation, les transplants
contiennent de nombreux neurones matures (C,D). Cx : cortex. Barre d’échelle :

(A-D) 150 pum.
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Figure 3 : Phénotype des neurones matures au sein du transplant. Images en

microscopie confocale des neurones matures NeuN+ (en bleu) du transplant
GFP+ (en vert) exprimant le V-GLUT1 (en rouge) trente jours aprés la
transplantation (A-C). Images en microscopie confocale des neurones matures
NeuN+ (en rouge) du transplant GFP+ (en vert) exprimant le GABA (en bleu) (D-
F) trente jours aprés la transplantation. Une majorité des neurones du
transplant sont de type glutamatergique, les autres sont de type GABAergique.

Cx : cortex. Barre d’échelle : (A,B,D,E) 200 um, (C) 50um, (F) 80um.
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FP/Cux1/Ctip

Cux1/Ctip2

Figure 4 : (A-H) Images en microscopie confocale de |'expression des facteurs
de transcription Cux1 (en bleu) et Ctip2 (en rouge) dans les transplants GFP+
(en vert) a différents temps post-transplantation. Les cellules transplantées
exprimant soit Cux1 soit Ctip2 présentent un certain niveau d’organisation et

se regroupent en amas ou bandes. Cx : cortex. Barre d’échelle : (A,B,E,F) 280

um, (C,D,G,H) 140 pm.
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Résumé de I'article 2 (en soumission)

Influence d’un délai entre la lIésion corticale et la transplantation sur la
vascularisation et le développement des cellules transplantées d’un point de vue

anatomique et fonctionnel

Les lésions cérébrales, qu’elles soient d’origine traumatique ou
neurodégénérative, entrainent une mort cellulaire associée a des déficits
fonctionnels importants. Afin de pallier aux capacités limitées de régénération
spontanée des neurones du systéme nerveux central adulte, les stratégies de
remplacement cellulaire par transplantation de tissu embryonnaire présentent un
potentiel intéressant. Il a été démontré que la transplantation de neurones corticaux
embryonnaires immédiatement aprés la lésion du cortex moteur permet un
rétablissement point a point des voies motrices |ésées. En effet, les neurones
transplantés émettent des projections vers les cibles appropriées du cortex moteur,
y compris a longue distance vers la moelle épiniére, et des contacts synaptiques
réciproques s’établissent entre I’'hGte et le transplant (Gaillard et al., 2007).

Différents facteurs interviennent dans le développement, la survie et
I'intégration du tissu transplanté. La néoangiogenéese qui permet l'irrigation du
transplant par les vaisseaux de I'héte et I'apport en oxygéne et composés
métaboliques; de méme que les facteurs trophiques libérés par les cellules
immunitaires et gliales en réponse a la lésion, apparaissent comme des éléments
déterminants pour le devenir des transplants. Nous savons que la néoangiogenése et
la libération de facteurs trophiques sont des phénoménes post-lésionnels
dynamiques et transitoires avec un pic d’intensité a une semaine (Dray et al., 2009 ;
Nieto-Sampedro et al., 1983). Par ailleurs, dans des modeéles de |ésion ischémique ou
de lésion par aspiration du cortex moteur ou enthorinal, il a été suggéré
qu’introduire un délai entre la lésion et la transplantation favorise la survie et la
croissance des transplants (Nieto-Sampedro et al., 1983, Gibbs et Cotman, 1987 ;
Gonzalez et Sharp, 1987 ; Grabowski et al., 1994).

Ainsi, 'objectif de cette étude, réalisée en collaboration avec le Dr Franck

Debarbieux (Institut de Biologie du Développement de Marseille-Luminy, UMR
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CNRS-Université 6216, Marseille), a été d’étudier l'influence d’un délai entre la
lésion corticale et la transplantation sur la vascularisation et le développement des

cellules transplantées d’un point de vue anatomique et fonctionnel.

L’étude a été réalisée dans un modele de transplantation homotopique de
tissu embryonnaire cortical moteur prélevé a E14 et surexprimant la protéine
fluorescente verte (GFP) sous le contréle du promoteur de I'actine-p. Suite a une
lésion unilatérale par aspiration du cortex moteur, des souris adultes ont recu un
fragment de tissu embryonnaire cortical soit immédiatement apreés la Iésion, soit une
semaine plus tard. La vascularisation du tissu transplanté a été étudiée a différents
temps in vivo grace a I'imagerie par microscopie bi-photonique et post-mortem par
immmunomarquage. L’apoptose, la prolifération cellulaire, la croissance des cellules
transplantées et les projections développées par les neurones du greffon ont
également été étudiées par des marquages immuno-histochimiques réalisés aprés
sacrifice a différents temps post-transplantation. Enfin, une étude comportementale

a été réalisée a I'aide d’un test de préhension, le « staircase test », afin de tester

I'influence d’un délai sur la récupération des fonctions motrices lésées.

Nos résultats montrent qu’introduire un délai entre la lésion et la
transplantation augmente significativement le volume des transplants. Afin
d’expliquer cette observation, nous avons testé deux hypothéses : une diminution
de la mort cellulaire et/ou une augmentation de la prolifération cellulaire dans le
transplant. Nous avons évalué I'apoptose des cellules transplantées par la méthode
TUNEL (Terminal deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end
labelling). Il apparait que I'introduction d’un délai entre la Iésion et la transplantation
ne modifie pas le nombre cellules apoptotiques dans les transplants. Afin d’étudier la
prolifération cellulaire dans les transplants, nous avons injecté deux doses
guotidiennes de 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) aux souris transplantées pendant
les trois jours suivant la transplantation. La quantification des cellules post-
mitotiques ayant incorporé la BrdU montre qu’introduire un délai entre la lésion et

la transplantation augmente fortement la prolifération des cellules transplantées.



90

Par ailleurs, I'analyse de la vascularisation des transplants montre une
augmentation transitoire de la densité des vaisseaux sanguins dans le cas ol un délai
de 7 jours est imposé entre la lésion et la transplantation. De plus, 'analyse des
doubles marquages vaisseaux sanguins/GFP montre une différence dans I'origine des
vaisseaux sanguins présents dans le transplant. En effet, lorsque la transplantation
est réalisée immédiatement aprés la Ilésion, ceux-ci proviennent presque
exclusivement de I’h6te ; tandis que lorsqu’un délai est introduit entre la lésion et |a
transplantation, les vaisseaux proviennent a la fois de la régénération des vaisseaux
sanguins de I’h6te et du tissu transplanté.

L'introduction d’un délai entre la lésion et la transplantation n’altére pas la
distribution des projections développées par les cellules transplantées. De plus, I'un
des résultats marquants de cette étude est I'impressionnant accroissement du
nombre de projections émises par les neurones transplantés vers toutes les cibles
appropriées du cortex moteur lorsqu’un délai est introduit entre la lésion et la
transplantation.

Etant donnés les bénéfices qu’entraine l'introduction d’'un délai entre la
lésion et la transplantation sur le devenir des greffes d’un point de vue anatomique,
nous avons émis I’hypothése que ces conditions de transplantation permettraient
également une meilleure récupération fonctionnelle des capacités motrices. Nos
résultats montrent un déficit significatif des capacités motrices des souris |ésées par
rapport aux souris contrbles. Les souris transplantées sans délai présentent une
tendance a I'amélioration non significative par rapport aux souris contréle ; cette
tendance a I'amélioration est encore plus marquée pour les souris transplantées
avec délai.

Ainsi, nos résultats montrent que l'introduction d’un délai d’'une semaine
entre la lésion et la transplantation corticale est bénéfique d’un point de vue
anatomique sur la croissance, la vascularisation, la prolifération cellulaire des
transplants et le nombre de projections développées par les neurones transplantés.
Si les tendances observées sur la récupération fonctionnelle apreés la transplantation
sont confirmées, nos résultats auront une implication potentielle importante sur les

conditions cliniques d’utilisation des thérapies cellulaires par transplantation.
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Abstract

Damage to the rodent adult motor cortex leads to severe and frequently irreversible
deficits in motor function. One approach for overcoming the generally limited
capacity of the mature central nervous system to regenerate axons in response to cell
loss 1s the transplantation of embryonic neurons. The transplanted cells are dependent
on host circulation for oxygen and metabolic compounds.

Here, we combined the use of genetically modified mice over-expressing GFP
together with in vivo 2-photon microscopy for studying the temporal and spatial
patterns of blood vessels and the dynamic of graft axonal outgrowth in association
with blood vessels evolution. We also determined cell proliferation and apoptosis in
the graft at different time points after a delayed transplantation. Finally, the impact of
delayed transplantation on connectivity of the grafted neurons and impact on

functional recovery was evaluated.
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Our data shows that the blood supply to the cortical tissue transplanted without a
delay originated primarily from the regenerated host vessels. By contrast, the
microvasculature of the cortical tissue transplanted into the lesion cavity with a delay
of 1 week originated both from the transplanted tissue and regenerated host vessels. In
addition, a delay between lesion and transplantation enhanced graft cell proliferation,
survival as well as the density of the projections developed by grafted neurons.

Taken together these results show that the rate of vascularization may be a major
determinant of neuronal survival and suggest that enhancement of angiogenesis in the
damaged cortical area may provide an improved environment for enhanced

proliferation of transplanted cells that are involved in repair and recovery.

Introduction

Damage to the rodents adult motor cortex leads to severe deficits in motor function in
the contralateral limbs and loss of coordination (Whishaw et al., 1986). One approach
for overcoming the generally limited capacity of the mature central nervous system to
regenerate axons in response to cell loss is the transplantation of embryonic neurons.
We have previously reported that embryonic cortical neurons grafted into the adult
motor cortex in an acute cortical aspiration lesion model developed projections to
appropriate cortical and subcortical host targets (Gaillard et al., 2007). For neural
transplants to be considered as possible therapy for human brain injury it is of
relevance to explore the importance of a delay between lesion and transplantation, as
it 1s not always possible to perform transplantation surgery immediately after injury
and also as tissue for grafting may not be readily available immediately after lesion.
In the present study, embryonic motor cortical tissue transplantation was performed

mto the forelimb motor cortex of adult mice either immediately or one week after
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cortical lesion. The importance of the delay was examined by comparing the graft
size, cell proliferation, survival, vascularization and connectivity of the grafted tissue

as well as the impact on repair and recovery.

Methods

Animals.

Housing of the animals and all animal experimental procedures were carried out in
accordance with the guidelines of the French Agriculture and Foresty Ministry
(decree 87849) and the European Communities Council Directive (86/609/EEC). All
efforts were made to reduce the number of animals used and their suffering.

Transplantation procedure.
Adult (3-6 month old) C57BL/6 mice (n=49, R Janvier) were used as recipients, and

the transplantation procedure was carried out as described previously (Gaillard et
Roger, 2000). Briefly, animals were anaesthetized with avertin (ip., 250 mg per kg of
body weight) and the motor cortex was aspirated from 0.5-2.5 mm rostral to the
Bregma and from 0.5-2.5 mm lateral to the midline, with the corpus callosum left
intact. Motor cortical tissue was obtained from embryonic day 14 transgenic mice
embryos overexpressing the enhanced green fluorescent protein (EGFP) under the
control of a chicken beta-actin promotor (C57BL/6-TgN(beta-act-EGFP) Osb strain
(Okabe et al., 1997). Motor cortical tissue was deposited into the host lesion cavity
erither immediately (n=25) or 7 days (n=24) after the lesion. Care was taken to
maintain the original dorso-ventral and antero-posterior orientations of the cortical
fragments during the transplantation procedure. To allow better visualization of
sprouting of the host vessels into the transplant, GFP transgenic mice were used as

recipients (n=22) and donor motor cortical tissue was obtained from C56BL/6
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foetuses. For in vivo two photon microscopy analysis, a round glass coverslip
(diameter: 6mm) was glued with a histo-compatible acrylic glue, (Cyanolit) on the
surrounding bone. Bone surface had been previously thinned to maximize glass
contact with brain and grafted tissue while taking care to impose virtually no pressure.
Bone was scratched and dried to improve later adherence of the glue. A drop of PBS
was applied only in the centre of the window before placing the glass coverslip and
glue was then generously applied. Spreading was observed around and below the
glass but it was limited forward at the interface with the PBS drop due to the
hydrophobicity of the glue. Once dried the tight seal of the glue was further reinforced
with dental cement.

In vivo Two-photon microscopy and data analysis.

Prior each imaging session, mice were anaesthetized with an intraperitoneal injection
of a mixture of Xylazine/Ketamine (10mg/kg and 100mg/kg, respectively) and
retroorbitally injected intravenously with 100ul of a RhodamineB or a Cascade Blue
conjugated 70kD dextran solution (20mg/ml in Phosphate Buffer Saline, Sigma
Aldrich). Care was taken to alternate each conjugate to limit the contaminating
accumulation of fluorescence in macrophages (Fenrich et al. 2012). Animals were
positioned on a home made stereotactic frame whose angular position could be
adjusted 1in all directions to ensure perfect planar repositioning of the animal under a
20X water immersion objective (NA= 1.0). Anaesthesia was supplemented hourly to
prevent toe pinch reflex.

We used Zeiss two-photon microscopes (LSM7MP) home-modified to fit animal
below the objective and coupled to a femtosecond pulsed infrared laser (Mai-Tai,
Spectra Physics) tuned at 800nm or 840nm. GFP (520-555nm) RhodamineB (605-
650nm) Cascade Blue (400-480nm) signals were simultaneously collected on 3 non-

descanned detectors. Detector gains were set to use all the 12bit dynamic range on
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each channel while laser intensity was adjusted according to depth. Optimal intensity
parameters were defined every S0pum for each mouse before starting tiled acquisition.
These parameters were linearly interpolated for intermediate depth values. 25 fields of
view were typically acquired to completely cover the glass window (roughly a 2x2
mm?2 area) over a depth of 500pum using Spum steps. Mice underwent imaging sessions
at 4 and 7 days post implantation and 14, 28 days post-implantation if clarity of the
window permitted. Data from each channel were median filtered and analyzed
separately using ImageJ software. Vascular 3D image stacks were segmented semi-
automatically using Otsu method while the area occupied by the graft was identified
based on a Huang thresholding paradigm. Blood supply inside the graft was expressed
as the vascular voxel density inside the thresholded graft volume. Data were
expressed as mean = SEM over the mice and significance tested using a Mann-
Whitney two tail U-test with P<0.05 used as a criterion for significance. Illustrations
of the figures correspond to 3D projections of the images stacks using depth cueing
algorithm available in Imagel].

Post mortem study.

55 mice were used for post-mortem study for projections developed by the transplant,
angiogenesis, cellular proliferation and cellular survival in the transplant on free-
floating sections.

BrdU injections. To assess cellular proliferation in the graft, mice received 2 daily
mjections of BrdU (Sigma) (50mg/kg, 0,1M NaOH, NaCl 0,9%, 1.p.) separated by 4
hours during the 3 days following transplantation.

Tissue processing. Mice were injected with a lethal dose of avertin and perfused
transcardially with 150 ml of saline (0.9%), followed by 200 ml ice-cold
paraformaldehyde (PFA, 4%) in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7,4). Brains and

spinal cords were removed and postfixed in 4% PFA overnight. Brains were cut into
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40pm coronal section with a vibratome (Microm HM650V, Thermo Scientific) and
stored in a cryoprotective solution (20% glucose, 40% ethylene glycol, 0,025%
sodium azide, 0,05M phosphate buffer, pH 7.4). Spinal cords were cryoprotected in a
30% sucrose solution overnight, cut on a freezing microtome (Microm HM450,
Thermo Scientific) 40pm coronal section and stored in cryoprotective solution.
Immunohistochemistry. Free-floating sections were incubated for 1 hour at RT in a
blocking solution (5% Donkey serum, 0,3% triton X-100 in TBS 0,1M, pH 7.6).
Primary antibodies, diluted in blocking solution, were applied for 2 hours at RT and
overnight at 4°C. Appropriate secondary antibodies were diluted in blocking solution
and applied for 1h at RT. The following antibodies were used in this study: rabbit
anti-GFP (1:1000, Molecular probes), goat anti-DCX (1:300, Santa Cruz
Biotechnologies), rat anti-CD31 (1:250, BD Biosciencess) and rat anti-BrdU (1:200,
Serotec). For BrdU staining, sections were pre-treated with 2N HCI, 0,5% Triton X-
100 30 min at 37°C followed by incubation with Borax (pH 8.6) for 30 min at RT and
blocking with 3% bovin serum albumin (Sigma), 0,3% Triton X-100 in PBS 0,1M,
pH7.4. The sections were covered with DePeX (VWR) mounting media.

TUNEL procedure. To examine apoptotic cell death of grafted tissue, terminal
transferase biotinylated-dUTP nick end labelling (TUNEL) was performed on free-
floating sections using a protocol modified from (Bessert and Sfoff, 1999). Sections
were rinsed 3 times for 10 min at RT in 0,1M PBS, pH 7.4, treated 15 min at RT with
0,3% Triton X-100 in 0,1M PBS, pH 7.4, and rinsed 3 times for 10 min in 0,1M PBS,
pH 7.4. Sections were treated with 200ng/mL proteinase K (Invitrogen) in 0,1M Tris
HCI, pH 8.0, 0,05M EDTA for 6 min at 37°C and washed in 0,1M glycine in 0,1M
PBS, pH 7.4 for 5 min at RT. Sections were incubated in 0,25% acetic anhydre in

0,1M triethanolamine, pH 8.0 and 0,9% NaCl for 10 min at RT, rinsed for 10 min RT
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m sterile dH,O and for 5 min in 0,1M PBS, pH 7.4 at RT. Then, the sections were
treated for 20 min at RT in 0,2% H,0; and rinsed in PBS, pH 7.4 for 10 min at RT.
Sections were incubated in TUNEL reaction mixture from the in Situ Cell Death
Detection Kit TMR red (Roche) diluted 2 times in TUNEL dilution Buffer (30mM
Tris/HCI, 140 mM sodium cacodylate and 1mM CoCl,) for 1h at 37°C and washed 3
times for 10 min at RT in 0,1M PBS, pH 7.4.

Data acquisition and quantification.
For each animal, blood vessels, BrdU or TUNEL labelling within the grafts was

quantified in 5 equally spaced sections.

For blood vessel quantification, images were taken with MVX 10 macroscope
(Olympus) and density of CD31 labelling was determined using Mercator Pro
software (Explora Nova). Results were expressed as the density of blood vessels in
the graft (calculated: total surface of blood vessels/total surface of the transplant).
BrdU positive cells quantification was performed with Mercator Pro software
(Explora Nova) on pictures taken with a Leica DMS5500B microscope.

TUNEL positive cells were counted manually on a Zeiss Axio Imager. M2 Apotome
microscope at 40X magnification.

The transplant surfaces were calculated with Mercator Pro software (Explora Nova)
and the transplant volume was calculated with the following formula: V (mm?®) = [s; +
5,)/2] x d (s = surfaces (mm?) and d = distance in mm between 2 sections).

Behavioural study.

We examined whether cortical transplants can ameliorate the motor deficits induced
by motor cortical lesion. Functional assessment was performed using the staircase
test. After a training period and baseline scores acquisition, mice were randomly

divided into four experimental groups: control (n=6), lesionned (n=6), lesionned and
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transplanted without delay (n=8), lesionned and transplanted with delay (n=8). Mice
were tested twice a week with the staircase test for 3 post-operative months.

The staircase test allows side-specific measurement in paw reaching ability (Montoya
et al., 1991; Baired et al., 2001). Experimental procedure was designed based on the
protocol described by (Baird et al., 2001). Mice were first habituated with sucrose
reward pellets (20 mg, BioServe, Frenchtown, NJ) by placing approximately 50
pellets in each cage during three consecutive days. Second, mice were familiarized
with the staircase apparatus (Campden Instruments, Loughborough, UK) during two
consecutive days: during 30 minutes sessions, mice were placed on the apparatus and
sucrose reward pellets were placed on the staircase steps and along the central wall.
For a further 2 weeks training period, the staircase was filled with two pellets per step
and mice were placed in start chamber for 15 minutes sessions. For data acquisition
sessions, session duration was set at 30 minutes and one reward pellet was placed on
each step of the staircase. Mice were food deprived 20h prior to testing. The number
of pellets collected or displaced and the maximum distance reached were scored for
each side.

Statistical analysis.

All the results concerning post-mortem and behavioural studies are expressed as
mean+SD. For data concerning the transplant size, cellular proliferation, apoptosis
and vascularization levels in the transplants, statistical significance was evaluated
using a two-way analysis of variance (ANOVA) having as factors time (4 days; 7
days; 14 days) and group (transplantation without delay; transplantation with delay),
followed by Fisher’s PLSD post hoc test. Staircase test performance significance was
evaluated by two-way repeated measures (RM) analysis of variance (ANOVA)

having as factors time and group (control, lesionned, lesionned and transplanted
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without delay, lesionned and transplanted with delay), followed by Fisher’s PLSD
post hoc test. Comparisons of the survival rates of the transplants were performed

using Logistic Regression test. The level of statistical significance was set at P<0,05.

Results

Development of the transplants
To evaluate the effects of a delay between lesion and grafting on growth of

transplanted tissue, the volume of the graft was measured at 3 different time points
after transplantation. After 4 days post-grafting, there was no significant difference in
the graft volume between the two groups of transplanted animals (without delay:
0,141+0,210 mm?; with delay: 0,232+0,098 mm’®) (Fig.1 A.D). After 7 days post-
grafting, tissue transplanted with a delay (Fig. 1J) almost filled the lesion cavity and
its volume tended to be increased compared to animals transplanted without delay
(Fig. 1G) (without delay: 0,158+0,197 mm’; with delay: 0,758+0,332 mm”®). After 14
days post-grafting, the volume of tissue transplanted with delay (Fig. 1P) was
significantly higher than without a delay (Fig. 1M and Fig. 2A) (without delay:
0,590+0,254 mm?; with delay: 2,308+1,286 mm®; P<0,0001). The graft size depends
on the balance between cell death and/or proliferation. We hypothesized that the
increase in graft size may be due either to a decrease in cell death or/and to an
increase in cell proliferation.

Cell apoptosis in the grafts was detected by TUNEL assay at 4 days, 7 days and 14
days post-grafting. Numerous apoptotic cells were found in the transplants 4 days
after transplantation but no significant difference in the number of TUNEL+ cells was
found between the two transplanted groups (without delay: 126,307+82,276; with

delay: 103,2+98,877) (Fig. 2B). After 7 days, apoptotic cell number in the transplants
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decreased (without delay: 24,680+21,032; with delay: 19,64+19,056). Apoptotic cells
became scarce after 14 days (without delay: 6,440+4,599; with delay: 12,96+10,784)
and no significant difference was found between the two transplanted groups (Fig.
2B). Consistently, the survival rate of the transplants, calculated as the percentage of
mice transplanted exhibiting a transplant at the time of analysis, was not statistically
different between the two transplanted groups (without delay: 79%; with delay: 96%).
To analyze graft cell proliferation, BrdU incorporation was measured. Quantification
of BrdU+ cells in the transplants showed that a delay between lesion and
transplantation significantly increased the grafted cell proliferation at the 3 time point
used in this study (day 4: without delay 815,04+816,513 and with delay
2616,787+1151,313; P<0,05; day 7: without delay 1219,91+1027,952 and with delay
3694+967,368; P<0,05; day 14: without delay 2087,72+749,529 and with delay
4794,24+1234,87; P<0,001) (Fig. 1A-R and Fig. 2C). Our results suggest that
increased graft size in delayed group was associated with increased cellular
proliferation more than cellular apoptosis.

Vascularization of the graft

The grafted cells are dependent on host vascularization and blood supply for oxygen
and metabolic compounds. We hypothesized that the observed increased cellular
proliferation and graft size when transplanting with a delay of 1 week could be linked
to increased vascularization of the grafts. Quantification of the CD31 immunostained
blood vessels in the GFP' grafts showed that a delay between lesion and
transplantation leads to a transient but significant increase in grafts vascularization
(day 4: without delay: 9,884+3,749; with delay: 14,574+1,829; P<0,05) (Fig. 2D,
Fig3 A-F). However, at day 7 (without delay: 14,19543,783; with delay:

15,163+4,080) (Fig. 2D, Fig.3 G-L) and day 14 (without delay: 16,069+2,173; with
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delay: 16,896+3,774) (Fig. 2D, Fig.3 M-R) no quantitative difference in graft
vascularization was observed between the two transplantation groups (Fig. 2D). To
examine the contribution of graft vs host endothelial cells to the newly developed
vessel within the graft, we used antibodies against GFP and CD31. The combined
GFP and CD31 staining revealed a difference in the origin of the endothelial cells
found in the transplants. Indeed, very few CD31+/GFP+ blood vessels were found in
the cortical tissue transplanted without delay after cortical lesion, indicating that the
blood supply originated primarily from regenerated host vessels. By contrast,
numerous CD31+/GFP+ blood vessels were found in the cortical tissue transplanted
mto the lesion cavity with a delay of 1 week indicating that in this case, the vascular
supply of the graft is derived from both host and donor vessels. To confirm this
observation, we transplanted motor cortical tissue obtained from wild type animals
mto the motor cortex of GFP animals to allow better visualization of the host blood
vessels in the transplants. By doing so, we reached the same conclusion than above,
1.e., that in delayed grafting, vascularization is derived from both host and transplant
(Fig. 4 A-F).

In a complementary series of experiments, we carried out in vivo vascularization
analysis of the grafts. Two groups of transplanted mice were repeatedly imaged to
assess the time dependence of blood vessels densities as well as their nature inside the
graft and surrounding brain tissue. Dark holes indicating the presence of necrotic
areas were most often observed in central areas of the grafts while cell clusters were
present at their periphery (Fig. SA,B). No obvious correlation was found between the
presence of such areas and the amplitude of local vascular densities (Fig. SA-D).
Average vascular density inside the graft seemed slightly larger in delayed than acute

conditions (0.24 +/- 0.08 acute n=8; 0.34 +/- 0.08 delayed n=9, Fig. SE) but difference
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was not significant due to high inter-animal variability (Fig. SE). Most striking
difference between the two conditions lied in the vascular composition. While graft
vascularization was exclusively composed of host blood vessels in acute conditions, it
was more of a mixture of host and donor vessels in delayed conditions. Donor cells
incorporated into vessel walls as early as 7 days after implantation (Fig. 5 F-I); they
assembled into fully formed donor vessels after two weeks (Fig. 5 J-M) and remained
in place for at least another month thereafter (not shown).

Axonal projections of transplanted neurons

We have previously shown that embryonic motor cortical tissue transplanted into the
damaged motor cortex of adult mice immediately after cortical lesion send
appropriate projections to cortical and subcortical targets of the motor cortex
mcluding long distance targets such as the spinal cord (Gaillard et al ., 2007). In the
present study, we examined the axonal projections of grafted neurons at 4, 7, 14 days
and 3 months after transplantation either immediately or 7 days after motor cortical
lesion.

At day 4, in the animal group without delay (n=5), few GFP positive (GFP+) fibers
were identified in the host cortex at approximately 150-250 um from the graft-host
border (Fig. 6A). At day 4 in the delayed group (n=5), the front of GFP+ axons was
about 500 pm away from the graft-host interface in the cortex (Fig. 6B). At day 4, in
both groups, transplanted neuronal cell bodies and processes expressed doublecortin
(DCX) a marker for migrating neuroblasts. At day 7, in the group without delay
(n=15), GFP+ fibers left the graft and proceeded toward the underlying corpus
callosum (cc) (Fig. 6C). At day 7, in the delayed group, (n=5), a dense contingent of
GFP+ fibers were found ipsilaterally within the cc and the lateral and medial cortex;
in addition, developing axons were found ipsilaterally within the caudate putamen

(CPu) and contralaterally in the cc, the motor cortex and CPu (Fig. 6D). Most
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strikingly, the density of GFP axons was considerably higher both ipsi and
contralaterally in the cortex and CPu compared with the no delay group 7 days post
grafting (Fig. 7A,B). At day 14, in the group without delay (n=135), GFP+ fibers
progressed further tangentially in the host cortex and, for their major part, terminated
within the deep cortical layers (Fig. 6E). In addition, GFP+ fibers crossed the cc and
entered the CPu (Fig. 7C-D) and leading axons were found in the internal capsule (ic)
(Fig. 7G,H). At day 14, in delayed group, the density of GFP axons was considerably
higher both ipsi and contralaterally in the cortex, CPu and thalamus (Fig. 7E.F)
compared with the no delay group. Fast developing fibers were also identified within
the thalamus, cerebral peduncle (cp) and, in some cases, at pontine nuclei (Pn) level.
Three months post grafting, in the group without delay (n=5), a dense array of GFP+
fibers was found both 1psi and contralaterally within motor and sensorimotor cortices
and mainly ipsilaterally within the dorsolateral CPu (Fig. 6G), which corresponds to
the normal pattern of projection of motor cortex neurons (Fig. 6G). In addition GFP+
fibers were present, in the host thalamus, especially within the ventrolateral internal
capsule, cerebral pedoncule and the pontine nuclei and in one third of the cases into
the spinal cord.

Three months post grafting in delayed group (n= 8), GFP+ fibers were found in the
same areas than in the case of grafting without delay but with a higher magnitude
(Fig. 6H).

Strikingly, we observed that labeled fibers were found within the spinal cord in all
transplanted animals in the delayed group compare to the no delay group (Fig. 7).

One of the most notable features of this study was that a delay between cortical lesion
and transplantation increased the density of projections developed by transplanted

neurons towards all the motor cortex cortical and subcortical specific targets. The
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number of fibers could not be quantified due to the very large number of projections
developed by transplanted neurons, especially when transplantation was performed
with a delay of one week after cortical lesion.

Functional recovery

Lesions of the forelimb representation area of the motor cortex produce skilled
forelimb reaching deficits. The staircase test was previously used in order to analyze
such deficits, after lesion and after grafting (Baird et al., 2001).

Four groups of animals (control, lesioned, transplanted without delay and transplanted
with 1 week delay) were assessed for skilled reaching.

Quantification of the number of pellets collected with the forepaw contralateral to the
lesion side showed that the lesioned group was significantly impaired compared to
control group (percentage of baseline performance during post-operative sessions was
respectively 82,3421.4 and 171,9+23,6; P<0,001) (Fig. 7J). Indeed, the lesioned
group showed a strong deficit within the three first post-operative weeks (percentage
of baseline performance: 45,5+9,09) followed by a limited spontaneous functional
recovery until the end of the experiment ie., 3 months after transplantation
(percentage of baseline performance: 88,8+15,3) (Fig. 7J). Animals receiving a graft
of embryonic tissue without delay tended to show improvement in performance
relative to the lesion group, although this did not reach statistical significance
(percentage of baseline performance during post-operative sessions is respectively
05+14.8 and 82,3+21.4) (Fig. 7J). Indeed, in this later case, graft induced recovery
was not complete since the performance of mice grafted without delay did not reach
control mice levels (percentage of baseline performance during post-operative
sessions 1s respectively 95+14,8 and 171,9423.6; P<0,001) (Fig. 7J). Graft-mediated

recovery tends to be increased when a delay of 1 week is introduced between lesion
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and transplantation compared to transplantation immediately after cortical lesion
(percentage of baseline performance during post-operative sessions is respectively
105,8+18.8 and 95+14.,8) although this recovery did not reach control levels
(percentage of baseline performance during post-operative sessions was respectively
of 105,8+18,8 and 171,9423.6; P<0,001) (Fig. 7J). During the first 3 post-operative
weeks, loss of function tends to be reduced in both transplanted groups compared
with lesioned group (percentage of baseline performance during post-operative
sessions without delay: 79,2+7.2; with delay: 91,7422 lesion: 45,5+9.09) (Fig. 7J).
Then, from 3.5 weeks to 3 month, there was non-significant increase in paw reaching
performance between lesioned group and group transplanted without delay
(percentage of baseline performance was respectively 88,8+15,3 and 97,8+14,1) (Fig.
77). During this period, there was a non significant increase in performance between
the group transplanted without delay and with delay (percentage of baseline

performance is respectively 97,8+14,1 and 108,3+17.7) (Fig. 7J).

Discussion

The present study was carried out to examine the effects of a delay between adult
motor cortical lesion and transplantation on graft survival, vascularization and
connectivity of the grafted tissue as well as the impact on repair and recovery.

Our data show that (1) a delay between lesion and transplantation enhanced the
transplant size, probably by increasing grafted cells proliferation, (2) The blood
supply to the cortical tissue transplanted without a delay originated primarily from the
regenerated host vessels. By contrast, the microvasculature of the cortical tissue
transplanted into the lesion cavity with a delay of 1 week arises both from the

transplanted tissue and sprouting of the host vessels. (3) The density of projections
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developed by grafted neurons, towards appropriate cortical and subcortical targets is
dramatically increased, by introducing a delay between lesion and transplantation.
Thus, our findings suggest that introducing a delay between the lesion and
transplantation can significantly enhance graft vascularization, survival and the
establishment of transplant-to-host projections.

Graft survival

The graft size depends on the balance between cell death and proliferation. In the
present study, the combination of GFP to detect the graft cells, BrdU staining to
detect cell proliferation and TUNEL staining to detect cell death allowed us to
perform a rigorous assessment of grafted cell proliferation and survival following
cortical lesion. We have shown that a delay between lesion and transplantation
significantly increased the grafted cell proliferation. Cell apoptosis does not appear to
play a major role in graft size as the number of TUNEL+ grafted cells was low both in
delayed and no delayed groups, at all survival time points investigated. Regarding
grafts survival, our findings are consistent with previous studies showing robust graft
survival rate by delaying transplantation compared with transplantation without delay
(Miyoshi et al., 1995a, Kesslak et al., 1986). It has been suggested that injury induced
trophic activity that in turn increased transplant survival. Injury induced trophic
activity has been also shown to increase the survival of striatal cholinergic grafts after
lesion of retrohippocampal several days before transplantation (Manthorpe et al.,
1983), or by injecting extracts prepared from injured brain (Nieto-Sampedro et al.,
1984).

Graft vascularization

One crucial issue for the survival of transplanted cells is the provision of oxygen and
metabolic compounds. Grafted tissue survival also depends on interaction between

host and fetal endothelial cells allowing the establishment of a functional
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vascularization. Here, the graft vasculature was examined in vivo by bi photon
microscopy and on brain sections and the graft microvasculature was quantified at
different time after the transplantation. Quantification of the CD31 immunostained
blood vessels in the GFP' grafts showed that a delay between lesion and
transplantation leads to a transient but significant increase in graft vascularization 4
days after transplantation. The importance of vascularization for the survival of
transplants has been previously highlighted more than three decades ago. For
mstance, it has been documented that cell survival of transplanted neurons can be
immproved if grafts were placed in highly vascularized areas of the host such as the
anterior eye chamber (Olson et al., 1982) or the median eminence (Rosenstein et al.,
1978). It has been suggested that a delay between lesion and transplantation induces
the development of blood vessels and the release of neurotrophic factors enhancing
the grafts cell survival (Johansson & Grabowski, 1994). In the same line, an increase
in vascular density around cortical lesion cavity made 4 days before in the rat was
previously reported and it was also proposed that the regenerated vessels might offer a
favourable condition for graft survival (Miyoshi et al., 1995a; Miyoshi et al., 1995b).
Our data show that the blood supply to the cortical tissue transplanted without a delay
originated primarily from regenerated host vessels. By contrast, the microvasculature
of the cortical tissue transplanted into the lesion cavity with a one week delay arises
both from the transplanted tissue and sprouting of host vessels. Expression of
proangiogenic factors that are yet to be determined and that stimulate host and graft
angiogenesis might be implicated. Among these potential proangiogenic factors,
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in traumatic brain injury by

early-activated microglia/ macrophages was previously shown to cumulate by days 3—
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6 (Bartholdi et al., 1997; Giulian et al., 1989, Nag et al., 2002; Nag et al., 1997; Skold
et al., 2005).

Axonal projections of transplanted neurons

The potential effectiveness of neural transplantation depends on the level of
reconstruction of damaged pathways (Wictorin et al., 1990). In the cerebral cortex,
point-to-point mnervation of target areas by the transplant neurons is critical. We have
previously shown that embryonic motor cortical neurons transplanted into
immediately lesioned motor cortex of adult mice develop appropriate cortical and
subcortical projections similar to that found in normal animals (Gaillard et al., 2007).
In the present study we have shown for the first time that, axonal projection of
transplanted motor cortical neurons was dramatically increased when transplantation
was performed with a delay of one week. Indeed, we observed massive graft
projections to the host cortex, caudate putamen, the thalamus and spinal cord. More
importantly, in all transplanted cases with a delay, grafted neurons extended axons
over remarkably long distances to the spinal cord.

Functional recovery

Lesions of the forelimb representation area of the motor cortex produce skilled
forelimb reaching deficits. Several studies, have examined the functional outcome of
embryonic cell transplantation following cerebral cortex lesions in adult rats and the
results are subject to controversy. For instance, Plumet et al. (1993) have shown that
grafts of embryonic motor cortex into the lesioned motor cortex in adult rats induced
partial reduction of deficit in skilled forelimb reaching. In contrast, Kolb et al. (1988,
1994) did not observe behavioural recovery after transplantation of embryonic frontal
cortex into the lesioned frontal cortex. Our results show deficit of contralateral
forelimb in the lesioned group, compared to control group, within the three first post-

operative weeks followed by a limited spontaneous functional recovery until the end
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of the experiment. Animals receiving a graft of embryonic tissue with or without
delay showed also a performance improvement, but that was not statistically
significant from that of the lesioned groups. The capacity of the graft to induce
recovery of lost functions depends mainly on the formation of connections between
transplanted neurons and host (Bjorklund & Stenevi, 1979; Bjorklund et al., 1980;
Gaillard et al., 2009; Gaillard & Jaber, 2011). In our study, we did not observe an
increase of functional recovery following grafting despite a large number of
projections developed by grafted neurons to appropriate cortical and subcortical areas.
Many variables, such as low number of subjects in each group, pre and post-operative
training, may account for lack of additional motor recovery observed in transplanted
compared to lesioned animals. Indeed, it has been shown that following cortical
transplantation forelimb training (Riolobos et al., 2001) or pharmacological
treatments (Feeney & Sutton, 1987) both enhance recovery compared to control
animals. Accordingly, Mayer et al. (1992), reported that after embryonic striatal
transplantation in adult rats with a striatal lesion, post operative training optimized the
efficacy of graft-induced recovery, suggesting that animals may need to learn to

functionally integrate the transplant to obtain behavioural recovery.

Taken together, our results show that introducing a delay between the lesion and
transplantation can significantly enhance graft vascularization, survival and the
establishment of transplant-to-host projections. Additional experiments are underway

to assess more rigorously the potential effect of graft-induced functional recovery.
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Figure legends

Figure 1. Graft development and cell proliferation. Low magnification
photomicrographs of coronal sections showing BrdU+ cells (in red) in the GFP+
transplants (in green) at 4 days (A,D), 7 days (G,J) and 14 days (M.P) after
transplantation without delay (A,G,M) or with delay (D,J,P) after cortical lesion. High
magnification images from regions of interest located inside the graft showing BrdU"

cells (in red) in the GFP™ transplants (in green) at 4 days (B,C and E.F), 7 days (H.I
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and K.L) and 14 days (N,O and K R) after transplantation without delay (B,C; H.I and
N,O) or with delay (E.F; K.L and Q,R) after the cortical lesion. The increased number
of proliferating cells 1s correlated with an increased size of the grafts when
transplantation is performed with delay (D-F,J-L and P-R) compared with no delay
group (A-C,G-I and M-0). cc: corpus callosum, CPu: caudate putamen, Cx: cortex.

Scale bars: (A,D,G,J.M,P) 600 um, (B,C,E.F. H,LK.L.N,O,Q.R) 90 um.

Figure 2. Quantitative analysis of the development and the vascularization of the
transplant. (A) Measurement of the size of the transplants (mm?®) at different time
points (4, 7, 14 days) after transplantation without delay or with delay after the
cortical lesion. A significantly increase in the volume of the transplants is observed
after 14 days when transplantation is performed one week after the cortical lesion
compared with no delay group. (B) Quantification of the TUNEL+ cell number in the
transplants at 4, 7 and 14 days after transplantation without delay or with delay after
the cortical lesion. The post-lesion time of transplantation doesn’t influence the
number of transplanted cells undergoing apoptosis process. (C) Quantification of the
BrdU" cell number in the transplants at 4, 7 and 14 days after transplantation without
or with delay after the motor cortex lesion. A significant increase in the number of
BrdU+ cells is found in the transplants for the 3 time points used in this study when
transplantation is performed with delay after the cortical lesion. (D) Measurement of
the vascularization of the transplants expressed as the CD31+ blood vessels
surface/GFP+ graft surface ratio at 4, 7 and 14 days after transplantation without
delay or with delay after the cortical lesion. A significant increase in transplant
vascularization is observed at 4 days after transplantation with delay after the cortical

lesion compared with no delay group. Data are presented as group means+SD and
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asterisk indicates significant inter-group differences (Two-way ANOVA followed by

Fisher’s PLSD, ***p<0,0001 ; **p<0,001 ; *p<0,05).

Figure 3. Vascularization of the transplant. Low magnification photomicrographs of
coronal sections illustrating the immunolabelled CD31+ blood vessels (in red) in the
GFP+ transplants (in green) at 4 days (A,B and D.E), 7 days (G,H and J.K) and 14
days (M,N and P,Q) after transplantation without delay (A,B; G.H and M,N) or with
delay (D.E; JK and P,Q) after the cortical lesion. High magnification images from
regions of interest located inside the graft showing immunolabelled CD31" blood
vessels (in red) in the GFP™ transplants (in green) at 4 days (C,F), 7 days (IL) and 14
days (O,R) after transplantation without delay (C,I,O) or with delay (F,L,R) after the
cortical lesion. Cx: cortex. Scale bars: (A,B,D.E.GHJKMN/PQ) 480 pm,

(CF,LL,O,R) 100 pm.

Figure 4. The origin of the blood vessels in the transplant. Low magnification
photomicrographs of coronal sections showing the immunolabelled CD31+ blood
vessels (in red) in the transplants at 14 days after transplantation in the motor cortex
of GFP+ mice (in green) without delay (A,B) or with delay (D,E) after the cortical
lesion. High magnification images from regions of interest located inside the graft
showing the immunolabelled CD31+ blood vessels (in red) in the transplants at 14
days after transplantation in the motor cortex of GFP+ mice (in green) without delay
(C) or with delay (F) after the cortical lesion. The data indicates that when
transplantation is performed immediately after the cortical lesion, the vascularization
of the transplants depends mainly on the regenerated host blood vessels (arrows). On

the contrary, when transplantation is performed one week after the cortical lesion the
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blood vessels in the transplants originate both from host (arrows) and donor

(arrowheads) blood vessels. Cx: cortex. Scale bars: (A.B,D.E) 500 um, (C,F) 100 pm.

Figure 5. Dynamic intravital imaging of vascular density inside the graft in acute or
delayed grafting conditions. (A-D) Typical bicolor 3D projection images (grafted
cells, green; blood supply, red) from images stacks of the entire window over a depth
of 400microns. Acquisitions were obtained either 4 days (D4) or 7 days (D7) post-
grafting at cellular resolution. Dotted square highlight the typical field of view of the
microscope. 25 such fields were stitched together to cover the whole window.
Grafting had been performed either (A,B) immediately or (C,D) with one week delay
from the day of cortical damage. Dark holes (*) were often seen inside the graft.
Although green areas were overall similarly vascularized in one or other condition.
(E) Plot of vessel densities inside the graft for every mouse of the two groups imaged
at D4 or D7. Vessel densities were not significantly different between the two
conditions (P>0.1). (F-M) Bicolor high resolution images from regions of interest
located inside the graft. Corresponding blood vessels are presented separately in gray
on each side. (G,I and K.M) Cells that had been grafted acutely remained away from
blood vessels at all time (D7 & D14). (H,I) Cells that had been grafted with one week
delay from the day of injury were found along blood vessels on D7. (L.M) On D14,
the density of such cells was increased, eventually leading to networks of perfused
tubular structures. Vessels were thus at least partially composed of differentiated

grafted cells. Scale bars: (A-D) 400 um, (F-M) 100 pm.

Figure 6. Developmental time-course and growth characteristics of graft projections

(A-H). Confocal photomicrographs of coronal sections showing the GFP+ (in green)
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transplants and their axonal projections. Four days after grafting the transplanted
cortical embryonic neuroblasts co-expressing DCX (in red) extend axons towards the
adjacent host cortex (A,B). Seven days after grafting, transplanted neuroblasts co-
expressing DCX (in red) extend numerous axons towards the host ispilateral motor
cortex (C,D). When transplantation is performed immediately after the cortical lesion
(C) few 1solated GFP+ fibers are found in the underlying corpus callosum. When
transplantation is performed one week after the cortical lesion (D) a dense array of
GFP+ bundles of fibers extended through the underlying corpus callosum to reach
subcortical targets such as the ipsilateral striatum and/or the controlateral cortex.
Fourteen days (E.F) and 3 month (G,H) after grafting numerous GFP+ positive fibers
are found in the adjacent cortex, corpus callosum and CPu. Note that for all motor
cortex targets at all time points, the number of fibers is dramatically increased when
the transplantation of the embryonic neurons is performed one week after the cortical
lesion (B,D.F.H) compared with no delay group (A,C.E.G). cc: corpus callosum, CPu:
caudate putamen, Cx: cortex, LV: lateral ventricle. Scale bars (A,B,E,F.H) 450 pm,

(C) 520 pm, (D) 330 pm, (G) 500 pm.

Figure 7. (A-I) Axonal projections developed by transplanted neurons towards the
cortical and subcortical motor cortex targets. High magnification confocal
photomicrographs of coronal sections showing GFP+ grafted neurons projections
towards the adjacent cortex, corpus callosum and dorso-lateral striatum at 7 days
(A,C) and 14 days (B.D) after transplantation without delay (A,B) or with delay (C,D)
after the motor cortex lesion. After 14 days post-grafting, GFP+ fibers are also found
within distant subcortical motor cortex targets such as the thalamus (E.F) and the

iternal capsule (G,H) and they have reached the spinal cord (I,J) after 3 month post-
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grafting. The density of projections developed towards all the motor cortex targets
studied are strikingly increased when transplantation is performed one week after the
cortical lesion (B,D,F,H.J) compared with no delay group (A,C,E.G.I). cc: corpus
callosum, CPu: caudate putamen, Cx: cortex, ic: internal capsule, Pyx: pyramidal tract
decussation, VL : ventrolateral thalamic nuclei. Scale bars: (A-H) 90 pum, (I) 120 pm.
(J) Staircase test performance. Mean number (normalized with pre-surgical values) of
pellets consumed with the forepaw affected by the lesion (controlateral) during the
total post-operative sessions, during the 3 first weeks post-operative sessions and
during the post-operative sessions from 3,5 weeks to 3 month. Neuronal
transplantation tends to protect from acute loss of motor functions within the 3 first
post-operative weeks, especially when transplantation is performed one week after the
cortical lesion. Transplanted embryonic neurons tendency to increase long term
behavioural recovery of motor functions also tends to be improved when
transplantation is performed one week after the cortical lesion compared with no
delay group. These tendencies did not reach statistical significance. Data are
presented as means+SD and asterisk indicates a difference with the control group
(Two-way repeated measures ANOVA followed by Fisher’s PLSD, ***p<0,0001 ;

*¥%p<0,001 ; *p<0,05). No significant differences were found between the others

groups.
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Résumé de I'article 3 (Publié dans Neuron)

La corticogenese a partir de cellules souches pluripotentes humaines permet la
génération de neurones pyramidaux présentant des propriétés hodologiques

diverses et complexes.

Le néocortex est une structure contenant de nombreux sous-types
neuronaux qui participent a diverses fonctions via I’établissement de réseaux
spécifiques de connexions avec les autres structures cérébrales. Pendant le
développement, la régionalisation du cortex est acquise sous I'action coordonnée de
morphogénes et de facteurs de croissance. L’organisation laminaire du cortex reflete
I'origine dans le temps des neurones puisgue les neurones des couches profondes
sont générés en premier, avant les neurones des couches superficielles. Pendant
I’évolution, et particulierement chez I'humain, le cortex s’est complexifié, de
nouvelles fonctions étant apparues via notamment une augmentation de la diversité
cellulaire, I'apparition de nouvelles aires, et la mise en place de nouvelles connexions
(pour revue, Clowry et al., 2010).

La génération de neurones corticaux in vitro a partir de cellules souches et la
validation de leur propriétés in vivo aprés transplantation offre une solution
alternative a la transplantation de neurones embryonnaires et permet la
modélisation de phénomeénes liés au développement ou aux pathologies corticales.

La génération in vitro de neurones corticaux a partir de cellules souches
murines (Eiraku et al., 2008, Gaspard et al., 2008, Ideguchi et al., 2010) et humaines
(Shi et al.,, 2012 ; Zeng et al., 2010) a été décrite précédemment. Cependant,
I'intégration et le développement in vivo des neurones obtenus a partir de cellules
souches humaines n’a pas été étudiée, et leur identité région-spécifique reste
méconnue.

L’objectif cette étude, réalisée en collaboration avec I'équipe du Pr. Pierre
Vanderhaeghen (Institut de Recherches en Biologie Humaine et Moléculaire,
Université Libre de Bruxelles, Bruxelles), a été d’évaluer la possibilité de générer des
neurones corticaux in vitro a partir de cellules souches embryonnaires humaines

(hESC) ou pluripotentes induites (hIPSC) selon une séquence respectant les étapes
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de la corticogeneése in vivo, puis de valider leur spécificité par transplantation intra-
corticale.

Les hESC et hIPSC ont été cultivées dans un milieu de culture sans
morphogénes pour mimer I'acquisition de I'identité du cerveau antérieur qui se fait
in vivo en échappant a l'influence de signaux caudalisants ; et avec I'ajout d’un
inhibiteur des BMP (bone morphogenetic protein), la noggine, afin d’augmenter
I'induction neurale. In vitro, I'identité des neurones ainsi générés a été étudiée par
différentes techniques de biologie moléculaire, et leur fonctionnalité a été évaluée
par imagerie calcique et par électrophysiologie. Les neurones corticaux obtenus
surexprimant la GFP sous le contrble du promoteur Tau ont ensuite été greffés dans
le cortex moteur de souris nouveau-né. Leur différenciation in vivo a été étudiée par
immunomarquages, et le profil des projections qu’ils ont développées a été évalué
par visualisation des fibres GFP* et a été confirmé par l'injection de traceurs
rétrogrades dans des régions cibles du cortex. Enfin, I'intégration neuroanatomique
et fonctionnelle des neurones corticaux générés in vitro a été étudiée par

microscopie électronique et en électrophysiologie sur tranches (patch clamp).

Les résultats de qRTPCR et d’analyse des transcriptomes réalisées dans cette
étude montrent que la culture in vitro de hESC et hIPSC sans ajout de morphogénes,
et avec l'ajout de noggine, permet la génération de progéniteurs neuronaux
d’identité corticale.

De plus, une majorité des neurones ainsi générés présentent des
caractéristiques de neurones pyramidaux, sous-type neuronal majoritaire dans le
cortex. En effet, apparaissent graduellement, selon une séquence temporelle
semblable a celle observée sur des échantillons de cortex fcetal humain, des
neurones dont la morphologie, I'expression des transporteurs au glutamate,
I'expression de génes exprimés par les neurones pyramidaux matures et les
propriétés fonctionnelles sont caractéristiques des neurones pyramidaux corticaux.

Par ailleurs, les neurones pyramidaux des différentes couches corticales sont
générés selon une séquence temporelle appropriée puisque les neurones des
couches superficielles apparaissent aprés ceux des couches profondes. De plus, la

durée de culture cellulaire requise pour obtenir les neurones pyramidaux de toutes
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les couches corticales in vitro a partir de cellules humaines est allongée par rapport a
celle nécessaire dans le cas de cellules souches murines cultivées dans les mémes
conditions, reflétant ainsi les différences inter-espéces retrouvées in vivo.
Cependant, comme dans le cas des neurones corticaux générés a partir de cellules
murines, la proportion de neurones des couches profondes générés in vitro est plus
importante comparé au cortex in vivo.

Enfin, des hESC ont été différenciées en neurones corticaux pendant 24 jours
in vitro, puis transplantées dans le cortex frontal chez la souris nouveau-né. Les
résultats obtenus in vivo aprés transplantation confirment les résultats obtenus in
vitro : les cellules greffées expriment des marqueurs caractéristiques des neurones
pyramidaux, et expriment les marqueurs des différentes couches corticales selon
une séquence temporelle adéquate. De maniére intéressante, la proportion de
neurones des couches superficielles est supérieure a celle observée in vitro.
L’analyse des projections développées par les neurones transplantés montre qu’elles
sont spécifiques des différentes couches du cortex ; et leur mise en place coincide
également avec la séquence temporelle de génération des différentes couches
corticales. Par ailleurs, I'analyse des différentes cibles recevant des projections des
neurones transplantés indique que les neurones générés tendent vers une identité
de type « cortex visuel ». Enfin, les neurones transplantés présentent des indices
d’intégration fonctionnelle telles que I’établissement de contacts synaptiques avec
I'héte et la capacité de répondre a une stimulation lors d’enregistrements en patch-
clamp.

En conclusion, la culture de cellules souches humaines sans ajout de
morphogénes permet la génération séquentielle des neurones des différentes
couches corticales avec une temporalité spécifique de I'espéce et conservée aprées
transplantation in vivo; et les neurones générés développent des profils de
projection appropriés et s’intégrent fonctionnellement aux réseaux existants. Ces
résultats ouvrent ainsi de nouvelles perspectives dans les domaines de la

modélisation de pathologies corticales humaines et de la réparation cérébrale.
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SUMMARY

The study of human cortical development has major
implications for brain evolution and diseases but has
remained elusive due to paucity of experimental
models. Here we found that human embryonic stem
cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells
(iPSCs), cultured without added morphogens, reca-
pitulate corticogenesis leading to the sequential
generation of functional pyramidal neurons of all six
layer identities. After transplantation into mouse
neonatal brain, human ESC-derived cortical neurons
integrated robustly and established specific axonal
projections and dendritic patterns corresponding
to native cortical neurons. The differentiation and
connectivity of the transplanted human cortical
neurons complexified progressively over several
months in vivo, culminating in the establishment of
functional synapses with the host circuitry. Our
data demonstrate that human cortical neurons
generated in vitro from ESC/iPSC can develop
complex hodological properties characteristic of
the cerebral cortex in vivo, thereby offering unprece-
dented opportunities for the modeling of human
cortex diseases and brain repair.

INTRODUCTION
The cerebral cortex is a complex cellular mosaic containing
dozens of neuronal subtypes that display specific connectivity

with the rest of the brain and thereby subserve highly diverse
and elaborate functions.

440 Neuron 77, 440-456, February 6, 2013 ©2013 Elsevier Inc.

Pyramidal neurons constitute more than 80% of cortical
neurons and are further diversified in distinct cortical layers to
establish specific patterns of axonal output and dendritic input,
providing the essential substrate of cortical circuitry (Hevner,
2006; Molnar and Cheung, 2006; Molyneaux et al., 2007). For
instance, layer VI neurons send their main projections to the
thalamus, while most projections to midbrain, hindbrain, and
spinal cord emerge from layer V neurons. Neurons from layer
II/1ll, together with a subset of neurons from layer V, contribute
to most intracortical projections, including the callosal projec-
tions to the contralateral cerebral hemisphere. In parallel, the
cortical surface is parcellated into functional areas displaying
modality-specific patterns of connectivity with the rest of the
brain, such that, for instance, motor cortex will connect preferen-
tially with thalamic and hindbrain motor nuclei and spinal cord,
whereas visual cortex will project to visual centers in thalamus
and midbrain (O’Leary and Sahara, 2008; Sur and Rubenstein,
2005; Vanderhaeghen and Polleux, 2004).

The cortex has undergone considerable complexification
during recent primate evolution, characterized by an increase
in the number and diversity of cortical neurons, additional
cortical areas, and a relative expansion of cortical thickness
(Hill and Walsh, 2005; Lui et al., 2011; Rakic, 2009). This evolu-
tion is probably linked to differences in the developmental
features of corticogenesis (Bystron et al., 2008; Fish et al.,
2008; Lui et al., 2011). These include longer phases of expansion
of early cortical progenitors and prolonged periods of neurogen-
esis, taking several months in the human to allow the generation
of many more cortical neurons (Bystron et al., 2006; Caviness
et al., 1995; Rakic, 2009). In addition, late aspects of cortical
neuronal differentiation, such as dendritic and synaptic matura-
tion, are also protracted in time, and this neoteny may confer
higher postnatal plasticity to the developing human brain (Defe-
lipe, 2011; Petanjek et al., 2011).
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Despite recent progress (Lui et al., 2011), the study of human-
specific aspects of brain development has remained difficult.
The advent of pluripotent stem cells, including embryonic
stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs)
offers new opportunities to model human neural development
and diseases (Dolmetsch and Geschwind, 2011; Han et al.,
2011; Marchetto et al., 2010; Zhang et al., 2010). Directed differ-
entiation of cortical neurons was previously described from
mouse ESC (Eiraku et al., 2008; Gaspard et al., 2008). We re-
ported the directed differentiation of mouse ESC into cortical
neurons cultured without any morphogen (Gaspard et al.,
2008, 2009), thus recapitulating the in vivo primitive pathway
of forebrain induction (Wilson and Houart, 2004). After grafting
in neonatal mouse brain, mouse ESC-derived cortical pyramidal
neurons sent projections similar to those of the host cortex,
providing demonstration of their cortical identity (Gaspard
et al., 2008).

Although the generation of pyramidal neurons was also re-
ported from human ESC/PSC (Eiraku et al., 2008; Li et al,,
2009; Shi et al., 2012; Zeng et al., 2010), it has remained unclear
whether the mouse intrinsic pathway, followed in the absence of
exogenous morphogens, was conserved in human cells.
Besides, and most importantly, the exact identity of the human
ESC-derived neurons generated has remained uncertain, since
cardinal hodological features of cortical neurons, such as their
patterns of axonal and dendritic projections, have never been
tested by in vivo grafting.

Here, we show that the major hallmarks of corticogenesis can
be recapitulated from human ESC and iPSC in the absence of
added morphogens, up to the sequential generation of functional
pyramidal neurons of diverse layer identities. After grafting in the
mouse neonatal brain, human ESC-derived cortical neurons
displayed robust and specific patterns of axonal projections
and dendritic outgrowth and integrated functionally with the
host synaptic circuitry, after a human-specific timeline. This
enables the study of human cortex development and diseases
in an in vivo context.

RESULTS

An Intrinsic Pathway from Human ESC/iPSC to Cortical
Pyramidal Neurons

To determine whether the mouse ESC intrinsic pathway of corti-
cogenesis (Gaspard et al., 2008) was conserved in human ESC,
we adapted default culture conditions (Gaspard et al., 2009) to
allow human cells to survive without added morphogens (see
Experimental Procedures for details), supplemented with bone
morphogenic protein (BMP) inhibitor Noggin to increase the
rate of neural induction from human ESC and iPSC (Chambers
et al., 2009; Pera et al., 2004). Over 10-19 days in vitro (DIV),
human ESC mostly differentiated into Nestin-positive neural
progenitors that coexpressed Pax6 and Otx1/2, consistent
with the identity of early dorsal forebrain primordium (Inoue
et al., 2000; Walther and Gruss, 1991) (Figures 1A and 1B and
see Figure S2B available online). Quantitative RT-PCR (gRT-
PCR) analyses revealed the gradual appearance of markers of
neural progenitor (SOX1/BLBP) and of cortical identity (OtX1/
EMX1/EMX2/FOXG1/PAX6/TBR2/TBR1) (Figures 1C and 1D,

Figure S2A). This pattern of regional identity was further investi-
gated by microarray gene profiling experiments, in which the
transcriptome of early differentiating cortical-like cells (24 DIV)
was compared with those of undifferentiated human ESC and
of human embryonic dorsal telencephalon at 9 gestational
weeks (GWSs). This revealed a strong upregulation of genes cor-
responding to telencephalon and/or cortical identity (Hébert and
Fishell, 2008) during ESC-cortical differentiation, in striking
similarity with the pattern of expression of the fetal cortical
samples (Figure S2H). Conversely, the expression of markers
of more caudal neural regions remained low in the hESC-derived
neural cells as well as in the cortical human samples.

Notably, this robust telencephalic and/or cortical induction
was only obtained after long (16 day) treatments with Noggin
in vitro, as shorter treatments resulted in induction of genes cor-
responding mostly to diencephalon (IRX3/GBX2) (Figures 1C
and 1D). Similar patterns of forebrain and/or cortical induction
were obtained from different lines of ESC and iPSC (generated
in this study; Figures S1 and S2C-52G). Interestingly, unlike in
mouse ESC corticogenesis (Gaspard et al., 2008), the induction
of cortical identity did not require the inhibition of the Sonic
Hedgehog (SHH) pathway, as previously reported (Li et al.,
2009). Indeed, while SHH treatments resulted in expected
ventral forebrain fates, cyclopamine (an inhibitor of SHH) did
not result in significant changes in progenitor identity (Figure S3).
These data show that in the absence of added morphogens but
in the prolonged presence of the BMP inhibitor Noggin, human
pluripotent stem cells efficiently convert to a population of neural
progenitors that mostly correspond to a cortical identity.

We next assessed the identity, maturation, and functionality of
the neurons generated from these progenitors. The majority of
the Blll-tubulin-positive neurons expressed the vesicular gluta-
mate transporters 1/2 (VGLUT1/2) (Figures 1E and 1H) and dis-
played a unipolar and pyramidal morphology index (PMI) (Hand
et al., 2005) corresponding to cortical glutamatergic pyramidal
neurons (Figures 1F and 1G). After more than 2 months in culture,
the neurons expressed markers of functionality, such as the
presynaptic marker synaptophysin and the postsynaptic marker
HOMER 1 (Figures 1l and 1J). Neuronal maturation during
the human ESC-differentiation was further assessed by microar-
ray profiling, in which the transcriptomes of ESC-derived
differentiating cortical-like cells were compared with those of
undifferentiated ESC and samples of human embryonic dorsal
telencephalon at 9 GW and dissected cortical plate (thus con-
taining mostly neurons) at 19 GW (Figure 1K). This revealed
a gradual upregulation of genes typically expressed in mature
neurons (http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il), culminating after
61-72 DIV, according to a pattern that is intermediate between
those observed for human fetal cortical samples at 9 and 19
GW (Figure 1K; Tables S2 and S3).

We next determined more directly the functionality of the
neurons, first by calcium imaging, which demonstrated
spontaneous calcium waves that were blocked by tetrodotoxin
(TTX) (Figure S4A and Movie S1). To confirm and characterize
the functional maturation of ESC-derived neurons with
time, we performed patch-clamp recordings, focusing on the
evolution of passive membrane properties, excitability, and
synaptic currents. This revealed a temporal evolution in the

Neuron 77, 440-456, February 6, 2013 ©2013 Elsevier Inc. 441


http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il

Neuron
Corticogenesis from Human Pluripotent Stem Cells

Nestin/Pax6 [ NestinfOx1/2 | |c
y - i
=
=
£
-
=
2 3
2 £
oy "
0 e
- g
W
@
1 A 2 24
uDgys mgultule ¢
1
" e E _ Gl day 44 F ..
200 E VGt day 72 Z iy
1?51 s EI £ ESSIVOAT day 44 £ -
160  m Otx1 e 5 s B GADET day 44 g S
= I TH day 44 g
=Gbx2 T *H H 2
< 25 pmeibp [ T . B CHAT day 44 3
= i 2
X 154 C=Tbr2 m z 5
E = Tbrt - g €
= 5= b 2
€ _ EmEmx2 o g !
E ,| EEEFoxgl i 3 [er—
] '2;' -II'CTLL"\ ; - f—
g g —GLUT2 g | =i
E o ! H
& . E S w
o= i -E :
. . i § ’L|
i in 0- g s
Day 19 Noggin 0-8 Day 19 Noggin 0-16 o “ pin . £
Diays in culture

MAP2 [ B Tubulin/VGlutl |[ B Il Tubulin/Syn

|| B Tubulin/Homer1 |

2.4
=

daydd_g1
owd_s2
day61-72 51

day0_s1 ]
dayl =2
day24 st
day2d_s2

2| I, | |

50 m\-" / .
! 20 my

20pa |

200 ms

" W ——
:?OpA| :
8s
+10 uM APY
10 pA +10 uM CNQX

50 ms [SRmeseSias e ]

N 1.00+ i

[ d38-dE5
I d63-0E2

0.754

NE calls/Ne cells Na current

EPSC sponlanegus  single repetitive
AP AP AP

Figure 1. Default Generation of Functional Cortical Pyramidal Neurons from Human ESC/iPSC
(A and B) Immunofluorescence staining for early forebrain primordium markers Nestin/Pax6 (A) and Nestin/Otx1/2 (B), after 19 days of differentiation.

flegend continued on next page)
442 Neuron 77, 440456, February 6, 2013 ©2013 Elsevier Inc.



Neuron
Corticogenesis from Human Pluripotent Stem Cells

electrophysiological properties of the cell population, with
increased proportion of cells displaying induced repetitive firing
and spontaneous synaptic currents (excitatory postsynaptic
currents [EPSCs]) and, conversely, a reduced proportion of cells
showing immature induced single action potentials (Figures 1L-
1N, Figure S4, and Table S1). At the single cell level, we also
observed an increase in the intensity of the voltage-dependent
sodium current and in the amplitude of action potentials (Figures
S4B-S4E and Table S1).

Altogether, these data demonstrate that human ESC-derived
neurons gradually acquire in vitro all characteristic functional
and morphological features of cortical pyramidal neurons.

A Species-Specific Sequence of Generation of

Pyramidal Neurons of Diverse Layer ldentities

Pyramidal neurons can be further subdivided by a repertoire of
molecular markers identifying layer-specific neuronal popula-
tions (Gaspard and Vanderhaeghen, 2011; Molyneaux et al.,
2007) (Figure 2J). Neurons from different layers are generated
at distinct time points, where the earliest-born neurons gener-
ated in the cortex are pioneer neurons, followed by deep cortical
layers Vl and V, then by upper layers IV, and lastly layers I/1ll. To
test whether a similar process occumred during corticogenesis
from human ESCs, we determined the timing of onset of expres-
sion of layer-specific markers during the course of differentia-
tion. The first neurons generated appeared around days 10-16
in culture (less than 1% of all cells) (Figure 2I, Figure S5P) and
were positive for TBR1, calretinin, and reelin (markers of pioneer
and Cajal-Retzius neurons) (Figures 2A, 2B, and 2I-2K). Later on,
from around 40 DIV (a stage where 40% of the cells are neurons)
(Figure 21, Figure S5P), the proportion of TBR1-positive neurons
kept increasing, while the proportion of calretinin neurons
tended to decrease steadily (Figure 2l), suggesting that the
majority of TBR1-positive/calretinin-negative neurons corre-
spond to deep layer neurons VI and V (Figures 21 and 2J). This

was consistent with the appearance of FOXP2-positive and
TBR1/CTIP2 double-positive neurons (layer VI) (Figures 2C, 2I,
and 2J, Figures S6A-S6F) at 24-28 DIV, followed by CTIP2-posi-
tive neurons (layer V) at 37 DIV (Figures 2D and 2I-2K). Finally,
SATB2-positive neurons, corresponding to callosal neurons
from layers \V and upper layer neurons, and CUX1/BRN2-positive
neurons, corresponding to upper layer neurons, started to
appear at the latest time points in culture (61-72 DIV) (Figures
2E-2G and 2I-2K). In addition, deep layer marker genes like
FOXP1 and ETV1 were expressed from day 16 and displayed
reduced expression from 61 DIV, at the onset of upper layer
neuron generation (Figure 2K). Notably, there appeared to be
a preferential bias toward the generation of deep layer fated
neurons in the system, while upper layer neurons remained at
low levels compared with the cortex generated in vivo, similarly
to what we previously found during mouse ESC-derived cortico-
genesis (Gaspard et al., 2008).

Several other ESC and iPSC lines displayed a similar temporal
pattern of neurogenesis, resulting in a comparable repertoire of
neurons displaying diverse layer-specific patterns of identity
(Figures S6G-S6K).

The repertoire of neuronal identity was further examined at
a broader level using microarray profiling, focusing on 78 previ-
ously documented layer-specific genes (Bedogni et al., 2010;
Molyneaux et al., 2007; Zeng et al., 2010). This revealed that
most layer-specific genes were upregulated during hESC-
corticogenesis, and their overall pattern appeared to be interme-
diate between those observed for human cortex samples at 9
and 19 GW, corresponding to most deep layer and a fraction
of upper layer markers (Figure S7).

Corticogenesis from human ESC/iPSC thus follows a similar
temporal sequence as from mouse ESC (Gaspard et al., 2008),
but it extends over a period of time that is much more protracted
(over 80 DIV instead of 20), strongly reminiscent of the extended
timing of corticogenesis occurring in vivo in the human species

(C) gRT-PCR analysis of human ESC-derived neural progenitors in culture. Data are shown as relative amount of mRNA compared to the values at day 5 of
differentiation, as value 1 + SEM (fold change) (n = 3-7).

(D) gRT-PCR analysis of the ESC-derived progenitors at day 19 of differentiation, after 8 or 16 days of treatment with noggin. Data are shown as relative amount of
mRNA compared to the values of noggin 0-8 treatment, as value 1 + SEM (fold change) (n = 3).

(E) Top: quantification of the proportion of Blll-tubulin-positive neurons expressing VGlut1 (days 44 and 72), VGAT (day 44), GADE7 (day 44), TH (day 44), and
ChAT (day 44). Mean + SEM (n = 2 experiments). Bottom: qRT-PCR analysis of the expression of Vglut1 and Viglut2 after 24, 44, 61, and 72 days of differentiation.
Data are shown as relative amount of mRNA compared to the values of day 24, as value 1 + SEM (fold change) (n = 3).

(F) Top: proportion of neurons displaying a pyramidal morphology index (PMI) above the cutoff of 1.2. Mean + SEM (n = 3). Bottom: proportion of neurons
displaying pyramidal, bipolar, or multipolar morphology. Mean + SEM (n = 3 experiments).

(G) Immunofluorescence of ESC-derived neurons expressing MAP2 at day 72.

{H) Immunofluorescence staining of ESC-derived neurons after 72 days of differentiation for Blll-tubulin (in green) and VGlut1 (in red). Magnification view of VGIut1
is depicted on the right bottom corner.

(I and J) Immunofluorescence staining at day 82 of ESC-derived neurons for Blll-tubulin (in green) and synaptophysin (in red) (I) and HOMER1 (in red) (J).
Magnification views of Syn and Homer1 are depicted on the right bottom corner.

(K) Heatmap analysis showing the normalized expression of pyramidal neuronal maturation genes in two samples of undifferentiated H9 ESC atday 0(s1, s2), two
sets of cells differentiated for 24, 44, and 61-72 DIV (s1, s2), and two samples from human embryonic cortex at 9 and 19 gestational weeks (9/19 GW) (s1, s2). Top:
legend showing color code for comparative levels of expression.

(L) Representative traces of evoked (left) and spontaneous (right) action potentials from current-clamp recordings in ESC-derived neurons after 50-60 days of
differentiation.

(M) Two examples of excitatory spontaneous synaptic currents (EPSCs) recorded in ESC-derived neurons after 50 days in culture, inhibited by the application of
APV and CNQX (right, below) (NMDA and AMPA receptor antagonists).

(N) Graph showing the proportion of cells displaying EPSCs, spontaneous AP, induced single AP, and repetitive AP among cells with Na current at days 38-65 and
days 68-82. Mean + standard error of the proportion (SEP) (days 3865 n= 61, days 68-82 n = 16) (t test, **p < 0.001, *p < 0.05). Scale bars represent 50 pm in
(A and B) and in left of (H-J) and 25 pm in right of (H-J).
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Figure 2. Sequential Generation of Human Pyramidal Neurons of Diverse Layer ldentities In Vitro and after In Vivo Grafting
{A-I) A repertoire of distinct cortical neuronal and nonneuronal subtypes present after 72-82 days of differentiation. Markers (in red) calretinin (CalR) (A}, TBR1 (B),
FOXP2 (C), CTIP2 (D), SATB2 (E), CUX1 (F), and BRN2 (G) are all present in a proportion of Blll-tubulin neurons (in green).
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(Lui et al., 2011; Rakic, 1995). To test further the significance
of these observations, we compared directly mouse and human
ESC corticogenesis in identical conditions. Mouse and
human ESC were cultured following the protocol optimized for
human cells, both in the presence of cyclopamine to allow
full dorsal specification of the mouse ESC-derived progenitors
(Gaspard et al., 2008) (while cyclopamine was found to have no
effect in the human system; Figure S3). Whereas the identity of
early cortical progenitors was comparable between mouse and
human at early and later stages (Figures S5A-S5C and data not
shown), the appearance of BLBP-positive neurogenic radial glial
cells and neurons were much delayed in the human cultures
(Figures S5D-851 and S5P). Moreover, while mouse cortical
neurons of all layer identities were generated sequentially over
20 DIV, at the same stage only early pioneer TBR1-positive
neurons could be detected from human ESC (Figures S5J-S50).
Overall these dataindicate thatin vitro cortical neurogenesis from
human pluripotent stem cells is delayed and prolonged when
compared to the mouse, thus mimicking the prolonged timeline
of human corticogenesis (Lui et al., 2011; Rakic, 1995).

Human ESC-Derived Cortical Cells Engraft Robustly and
Mature Following a Species-Specific Timeline in Mouse
Newborn Cortex

The identity of a neuron is best attested by its hodological prop-
erties, and this is particularly important for cortical neurons,
which display distinct patterns of axonal projections depending
on their layer and/or areal identity.

To test this prominent aspect of cortical neuronal identity,
we undertook grafting experiments in neonatal mice, a well-
characterized paradigm to assess the hodological properties
of projection neurons (Gaillard et al., 1998). For this purpose,
we generated a human ESC line expressing green fluorescent
protein (GFP) ubiquitously. GFP-positive hESCs were first differ-
entiated into cortical-like cells for 24 DIV, then grafted into the
frontal cortex of mouse neonates, and analyzed after up to 9/
10 months posttransplantation (mpt).

Most of the grafts were located underneath or within the frontal
cortex, with most of the GFP-positive cells remaining confined
within the graft (Figures 3A and 4A). No evidence for teratoma
formation was found 6-9 mpt (data not shown). Importantly,
the human GFP-positive cells expressed in all cases a specific
human nuclear antigen and showed no evidence of graft-to-
host fusion (such as binucleated GFP cells) (Figures SBA-S8C).

The grafts mainly consisted of neurons, as shown by the GFP/
Blll-tubulin double-positive cells at 1/2 mpt and GFP/MAP2 at 6
mpt (Figures S8D-S8l, S9A and S9B), with some Nestin-positive

progenitors still present at 1-2 mpt (data not shown). The grafted
neurons were positive for the telencephalic marker FOXG1
(Figures S9A and S9B) and displayed appropriate molecular
markers corresponding to cortical pyramidal neurons of different
layer identities (Figure S9). This led us to test whether the
temporal pattern observed in vitro was also present after in vivo
grafting. We first observed that, while markers corresponding to
deep layer neurons (TBR1, FOXP2, and CTIP2) could be
readily detected after 1 mpt, the upper layer marker SATB2
was detectable in grafted neurons only at 2 mpt (Figures S9A
and S9B). We next performed BrdU nuclear labeling experiments
in the grafted mice to determine the date of birth of neurons
of distinct layer identity. This analysis revealed that BrdU-
labeled neurons that were born early (4 days after grafting)
corresponded mostly to TBR1- or CTIP2-positive deep layer
neurons, while those born later (51 days after grafting) corre-
sponded mostly to SATB2-positive callosal and/or upper layer
neurons (Figures 2L-2P). In addition, we found significant coex-
pression of TBR1 and CTIP2 (as found in vivo; McKenna et al.,
2011) (Figures S6E and S6F) but largely mutually exclusive
expression of SATB2 and CTIP2 in the human ESC-derived
transplanted neurons (as found in vivo; Alcamo et al., 2008),
further indicating that distinct cortical neuron populations are
generated sequentially, even after in vivo transplantation into
the mouse (Figures S9C and S9D).

Human ESC-Derived Cortical Neurons Project to
Layer-Specific Targets

We next examined the axonal projections of the grafted neurons
after 1-6 months and compared them with known endogenous
patterns of projection of native cortical projection neurons.
GFP-positive fibers were detected along the external capsule
and corpus callosum, up to the ipsilateral and contralateral
cortex (Figures 3A, 3C, and 3F and 4A and 4B). GFP-positive
axons corresponding to subcortical projections were also de-
tected along the internal capsule and cerebral peduncles and
reached subcortical targets in the striatum, thalamus, midbrain,
and hindbrain (Figures 3A, 3B, 3D, 3E, 3G, and 3H and 4A and
4C—4F). The pattern of axonal projections was cortex specific,
i.e., graft-derived axons did not significantly innervate brain
regions that are not targets of cortical neurons, such as substan-
tia nigra or cerebellar structures (Figure 4M). Moreover, it
confirmed the presence of neurons of diverse layer identities
within the grafted cells, with projections to the thalamus (target
of layer VI), striatum, midbrain/hindbrain (targets of layer V),
and ipsi- as well as contralateral cortex (targets of layer I/11I/V)
(Figures 3 and 4).

{H) Immunodetection of astrocytes expressing GFAP (in red) and neurons expressing Blll-tubulin (in green) after 82 days of differentiation.
(1) Time course of the proportion of cells expressing markers of progenitors (TBR2), neurons (Blll-tubulin), and different layer-specific markers among the neurons

after ESC differentiation. Mean + SEM (n = 2-4 experiments).
{J) Scheme depicting patterns of the layer-specific markers in vivo.

(K) gRT-PCR analysis showing the evolution in time of the expression of layer-specific markers. Data are shown as relative amount of mRNA compared to the

values of day 16 as value 1 + SEM (fold change) (n = 2-4).

{L-0) Immunofiuorescence images of BrdU-labeled cells (in red) and Tbr1 (in green) (L and N) or Satb2 (in green) (M and Q) in mice BrdU injected at P4 and
analyzed at P61 (L and M) or BrdU injected at P51 and analyzed at P61 (N and O). Arrows show colocalization of the two markers, and amowheads show cells

expressing only BrdU.

(P) Quantification of the proportion of Tbr1-, CTIP2-, or Satb2-positive cells among the BrdU-positive population 61 days after grafting, pulse chased 4 or 51 days

after grafting. Mean + SEM (n = 80-100 neurons). Scale bars represent 50 pm.
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Figure 3. Human ESC-Derived Cortical Neurons Integrate and Send Cortical-like Axonal Projections after Grafting in Newborn Mouse Cortex
(A) Camera lucida drawing of the pattern of axonal projections 2 months after grafting. T, transplant. Abbreviations according to Paxinos and Franklin (1997).
{B-H) GFP-positive axonal projections detected by immunofluorescence in various brain structures 2 months after grafting. Fibers in the striatum (CPu) (B),
corpus callosum (C), and internal capsule (IC) (D).

(E) Fibers enter the thalamus via the reticulate thalamus (Rt) and reach the ventral lateral geniculate (vLG), dorsal lateral geniculate (dLG), and lateroposterior
nuclei (LP) and, to a lesser extent, the ventrobasal/-posterior (VB) and posterior (Po) nuclei. eml, external medullary lamina.

{F-H) Fibers in the contralateral cortex (F), superior colliculus (SC) (G), and the pyramidal tract (Pyr) (H). EC, extemal capsule; hpc, hippocampus; IC, internal
capsule; LV, lateral ventricle; st, stria terminalis. Scale bars represent 2 mm in (A) and 100 pm in (B-H).

Quantification of the projections at 1-6 months revealed midal tract) (Figure S8L), as well as in the number of total axonal
an increase in the percentage of animals with far-reaching projections (Figures 4G-4J). Interestingly, the latter was most
projections (in the midbrain and hindbrain including the pyra- prominent when examining targets of late-generated neurons,

446 Neuron 77, 440456, February 6, 2013 ©2013 Elsevier Inc.
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such as the striatum, midbrain/hindbrain (target of layer V), and
contralateral cortex (target of layers /) (Figures 4G—4J).
This time-dependent pattern of axonal projections is consistent
with the sequential generation of these neurons, observed
in vitro and in vivo from human ESC.

Finally, we looked at the direct relationship between patterns
of axonal projections and expression of selective transcription
factors, a striking feature of cortical projections neurons (Moly-
neaux et al., 2007). For instance, CTIP2-positive neurons mostly
correspond to layer V corticofugal neurons that target the
midbrain, hindbrain, and spinal cord, while layer VI TBR1-
positive neurons project mostly to the thalamus. We performed
retrograde tracing experiments in animals 9 months after graft-
ing, targeting the thalamus or the midbrain superior colliculus,
combined with immunostaining of the retrogradely labeled
grafted neurons, and compared their patterns with those of the
host cortical neurons (Figure 5). Remarkably, this revealed that
most (70%) of the grafted neurons retrogradely labeled from
the thalamus were found to be TBR1 positive, while fewer
(<30%) were CTIP2 positive, like layer VI host neurons (Figures
5A-5E). In contrast, most (>80%) of the grafted neurons that
were retrogradely labeled from the midbrain were CTIP2
positive, while fewer (<35%) were TBR1 positive, as was
observed for layer V host neurons (Figures 5A, 5B, and 5F-5H).
While these data confirm the robustness of the axonal patterns
of the grafted neurons, they also indicate that the expression
of specific transcription factors is correlated with patterns of
axonal projections of the grafted neurons, as for genuine cortical
projection neurons.

Human ESC-Derived Cortical Neurons Project to
Area-Specific Targets

We next examined the areal specificity of axonal projections,
whereby projection neurons of distinct areas target diverse brain
structures, such as visual nuclei for the visual cortex or pyramidal
tract for motor cortex. Similar grafting experiments with mouse
ESC-derived cortical neurons revealed specific patterns of
projections, corresponding mostly to visual and limbic identity
(Gaspard et al., 2008). Interestingly, quantitative examination of
the human graft-derived axonal projections 2 mpt revealed
a pattern that was also indicative of visual or limbic identity,
with projections to visual and limbic targets in the thalamus
(LG/LP/LD), dorsomedial (DM) striatum, and midbrain (SC/
PAG) (Figures 3 and 4G-4L). However, at 6 mpt, the projections
displayed a much broader pattem of areal identity, with axons
reaching motor targets such as dorsolateral striatum (DL) and
the pyramidal tract or somatosensory targets such as the
somatosensory VB and Po nuclei (thalamus) (Figures 4A-4L).
Consistent with a broader pattern of cortical areal identity at later
stages, the visual or limbic cortex marker COUP-TFI was prom-
inently expressed among the grafted neurons at 2 mpt but was
much less prevalent in later generated neurons at 6-9 mpt
(Figures S8J and S8K).

Human ESC-Derived Neurons Display Elaborate
Patterns of Dendritic Outgrowth and Synaptogenesis
Pyramidal neurons also display specific patterns of dendritic
orientation, growth, and targeting (Barnes and Polleux, 2009).

This important aspect of maturation and complexity could not
be addressed for the majority of neurons, located within the
bulk of the graft. However, in every case examined, a small
number of neurons could be found outside of the graft, many
of which had settled within the host cortex (Figure 6). Most of
these neurons displayed a pyramidal morphology, with one
larger apical dendrite oriented radially within the cortex (Figures
6A and 6B). When examined from 3 weeks to 2 mpt, they
displayed relatively simple and immature patterns of dendritic
growth (Figures 6A-6D). However, this pattern complexified
dramatically with time (Figures 6A-6F), and at 9 mpt most
neurons examined displayed elaborate dendritic growth and
branching, highly reminiscent of mature pyramidal neurons
(Figures 6F and 6G). Moreover, closer inspection of the dendrites
revealed the presence of numerous dendritic spines (Figure 6H),
suggesting that active synaptogenesis had taken place. Indeed,
markers of glutamatergic neurons and pre- and postsynaptic
components were abundantly detected in the graft (Figures
7A-7C). Electron microscopy combined with GFP immunolabel-
ing confirmed the presence of numerous synapses from the
grafted neurons to the host after 6 months, including at subcor-
tical targets (Figures 7D-7F). Reciprocal synapses from the host
to the grafted neurons were also observed (Figure 7G), and
innervation of the graft by the host thalamus was confirned by
anterograde tracing (Figure 7l). This analysis also revealed
GFP-positive fibers myelinated by the host, providing further
indication of full integration in the host brain (Figure 7H).

Human ESC-Derived Neurons Are Functionally
Integrated into the Mouse Cortical Microcircuitry

We then analyzed the functionality of human ESC-derived
neurons integrated into the mouse cortex, using patch-clamp
recordings on ex vivo brain slices acutely obtained from trans-
planted mice at 9 mpt (Figure 8). Strikingly, we found that all
human neurons examined (n = 9, from 3 transplanted mice) dis-
played passive membrane properties and excitability typical of
mature cortical neurons, with most of them (n = 8/9) displaying
a regular accommodating firing pattern, characteristic of pyra-
midal neurons (Figures 8A-8C) (McCormick et al., 1985). We
next assessed the incoming synaptic connectivity of the trans-
planted neurons. We first observed that all recorded neurons
displayed at rest consistent spontaneous synaptic potential
(PSP) occurrence, which could be blocked by glutamatergic
receptor antagonists (CNQX and AP-V) (Figures 8D-8F), indi-
cating the integration of ESC-derived neurons into glutamatergic
circuits (Figures 8D-8F). Moreover and most strikingly, we tested
the evoked responsiveness of the transplanted human neurons
upon a train of extracellular electrical stimulations at a distance
of the graft within the mouse host cortex. This evoked robust
synaptic responses in all tested neurons that corresponded to
glutamatergic and GABA-ergic inputs (Figures 8G and 8H),
with short-term plasticity profiles common in cortical microcir-
cuits (Reyes and Sakmann, 1999; Wang et al., 2006).

DISCUSSION

The mechanisms underlying human cortex development have
major implications in neurobiology and neurology, but their study
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Figure 4. Maturation of the Pattern of Axonal Projections of ESC-Derived Neurons
{A) Camera lucida drawing of the pattern of axonal projections 6 months after grafting. T, transplant. Abbreviations according to Paxinos and Franklin (1997).
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has remained difficult due to limited experimental accessibility to
human fetal brain material. Here, we show that human cortico-
genesis from ESC and iPSC leads to a collection of functional
neurons that display most salient features of native pyramidal
neurons, including gene expression, morphology, physiology,
and, most importantly, hodological properties assessed in vivo
by robust and specific pattems of axonal and dendritic
outgrowth and functional synaptic integration in the host
circuitry.

The generation of cortical-like neurons was previously re-
ported from human ESC and iPSC (Eiraku et al., 2008; Li et al.,
2009; Shi et al., 2012; Zeng et al., 2010). However, since these
protocols used cell aggregate cultures and/or added morpho-
gens, it had remained unclear whether the intrinsic pathway
uncovered in mouse (Gaspard et al., 2008) was conserved in
human cells. Here, we report the robust differentiation of human
ESC and iPSC into cortical neurons, following a monoadherent
culture condition in a chemically defined medium devoid of
added morphogens. While these data indicate that the absence
of morphogens appears to be critical for both mouse and human
ESC corticogenesis, there are also interesting and important
differences between the two species, such as the required use
of SHH antagonists in the mouse and of BMP antagonists in
the human cells. In addition and most strikingly, the two systems
differ greatly by their temporal appearance, which could be remi-
niscent of the in vivo temporal differences between the two
species.

A highly conserved feature of cortical neuron specification is
temporal patterning, whereby neurons of distinct layer identity
are generated sequentially (Gaspard and Vanderhaeghen,
2011; Leone et al., 2008; Molyneaux et al., 2007; Okano and
Temple, 2009). We observed a similar temporal patterning
from human ESC and iPSC in vitro and, most strikingly, even
after intracerebral grafting in vivo. Notably, like in the mouse
ESC-derived corticogenesis, most of the pyramidal neurons
generated here in vitro display an identity corresponding to
deep layers, while upper layer neurons are underrepresented
when compared to the in vivo situation. This contrasts with
a recent report describing the generation of deep and upper
layer neurons in equivalent proportions, from human ESC
cultured in the presence of retinoic acid precursors (Shi et al.,
2012). Moreover, we observed a higher proportion of upper
layer neurons after transplantation than after purely in vitro
conditions, while the generation of deep layer neurons appeared
to be similarly efficient in vitro and in vivo. Overall, this could
suggest that extrinsic cues, which are not added in our minimum

culture conditions and might be present in the neonatal
mouse cortex, may be required for proper upper layer neuron
specification.

The identity of cortical neurons can be best attested by their
hodological properties, such as their patterns of axonal and
dendritic projections. Our grafting experiments revealed robust
and specific axon targeting to brain regions normally innervated
by cortical neurons, as well as dendritic patterns corresponding
to those of native pyramidal neurons, including the presence of
dendritic spines. In addition, the grafted neurons appeared to
correspond to a diverse repertoire of cortical neurons, as as-
sessed by their pattern of axonal projections that corresponded
to all cortical layers, which could be correlated with layer-
specific gene expression. These data reveal a robust correlation
between molecular and hodological properties of the grafted
neurons, even for noncortical or mouse cells.

On the other hand, human ESC-derived cortical neurons dis-
played area-specific patterns of projections. We previously
found that mouse ESC-derived neurons displayed specific
patterns of axonal projections corresponding to visual and
limbic occipital cortex (Gaspard et al., 2008). A similar axonal
pattern was observed with human cortical cells 2 months after
grafting, suggesting that in vitro corticogenesis can lead to
occipital areal identity also in human cells. However, unlike in
the mouse, after longer periods the axonal projections corre-
sponded to a wider range of areal identities, including motor
and somatosensory. These data suggest that specific patterns
of visual or limbic areal identity may be acquired during in vitro
differentiation from human ESC, like in the mouse, but that after
grafting a substantial fraction of the cells can be specified to
other areal identities over time, perhaps in relation with their
earlier stage of maturation at the time of grafting. In support of
this hypothesis, most of the grafted neurons expressed the
occipital cortex marker COUP-TFI after 2 months, whereas far
fewer neurons were found to be positive after 6-9 months.
This is highly reminiscent of the data obtained with rodent native
or ESC-derived cortical cells, which show different patterns of
areal fate specification depending on their degree of commit-
ment and maturation at the time of grafting (Hansen et al,
2011; Ideguchi et al., 2010; Pinaudeau et al., 2000). It will be
interesting in the future to further test these issues, by character-
izing the molecular areal identity of the transplanted neurons
over time and by assessing the areal patterns of projections of
ESC-derived cells differentiated for a longer time prior to trans-
plantation and/or after transplantation into other areas, such as
somatosensory or visual cortex.

(B-F) GFP-positive fibers detected within the contralateral cortex (B), striatum (C), thalamus (D), superior colliculus (E), and pyramidal tract (pyr) (F).

(G~J) Quantification of the distribution of GF P-positive fibers to the layer VI target thalamus (G), layer V target striatum (H), layer V target midbrain/hindbrain (I}, and
layer II/1Il/V target contraleteral cortex (J) after 2 and 6 months. n = 12 for 2 months, n = 6 for 6 months. Medium values are given +SEM.

(K and L) Proportion of fibers within the different structures of the thalamus and mid/hindbrain after 2 and 6 months. n = 12 for 2 months, n = 6 for 6 months.
Medium values are given +SEM, x axis color code refers to the areal specificity of innervation of each target examined: visual, blue; limbic, brown; somatosensory,
orange; motor, red; auditory, green. LG, lateral geniculate; LP, lateroposterior; LD, laterodorsal; VB, ventrobasal; Po, posterior; Med, medial; VL, ventrolateral;
MG, medial geniculate nuclei of the thalamus; DM, dorsomedial; DL, dorsolateral parts of the striatum; SC, superior colliculus; IC, inferior colliculus; PAG,
periaqueductal gray matter; PPTg, pedunculopontine nucleus; Pyr, pyramidal tract.

(M) Quantification of the proportional distribution of GFP-positive fibers within cortical targets: contralateral cortex (CL cortex), thalamus (LG, LP, LD, VB, Po,
Med, VL, MG), midbrain (SC, IC, PAG, PPTg), and pyramidal tract (Pyr), and within noncortical targets: substantia nigra (s. nigra) and cerebellum after 6 months.
n = 6. Medium values are given +SEM. Scale bars represent 2 mm in (A) and 100 pm in (B-F).
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Figure 5. Human ESC-Derived Cortical Neurons Display Coordinated Patterns of Axonal Projections and Molecular ldentity

(A) Cartoon depicting experiments of retrograde tracing injections in the thalamus (LG) or in the midbrain (SC). T, transplant.

(B) Quantification of the percentage of Ctip2- or Tbr1-positive host and grafted cells among all cells labeled with the midbrain or the thalamic retrograde tracer.
(n > 30 cells). Values are expressed as the mean + SEP (z test, ***p < 0.001).

(C-E) Thalamic injection of a retrograde tracer labels Tbr1 and GFP double-positive grafted hESC-derived neurons. Immunostaining of GFP (in green) (D and E),
Tbr1 (in red) (C and E), and the retrograde tracer (in gray) (C and E). Arrows show hESC-derived neurons positive for GFP/Tbr1 and the retrograde tracer.
(F-H) Superior colliculus {(midbrain) injection of a retrograde tracer labels CTIP2 and GFP double-positive hESC-derived neurons. Immunostaining of GFP (in
green) (G and H), CTIPZ2 (in red) (F-H), and the retrograde tracer (in gray) (F and H). Arrows show hESC-derived neurons positive for GFP/CTIP2 and the retrograde
tracer; arrowhead shows a host-derived neuron, negative for GFP and positive for CTIP2 and the retrograde tracer.

Our data constitute direct in vivo demonstration of cortical and differentiation of the grafted neurons reveals the possibility

identity of neurons differentiated from human ESC. Most impor-  to combine human ESC/iPSC corticogenesis with xenografting
tantly, the robustness and extent of the process of integration for the in vivo modeling of human cortical diseases. This
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Figure 6. Human ESC-Derived Cortical Neurons
Undergo Elaborate Dendritic Maturation after 9 Months
Grafted In Vivo

{A) Camera lucida image representing a human ESC-derived
neuron in the cortex extending its apical dendrite toward the
cortical surface 3 weeks after grafting.

(B) Quantification of the percentage of neurons displaying an
apical dendrite oriented toward the cortical surface after
3 weeks. Mean + SEM (n = 102 neurons).

(C-E) Representative confocal and camera lucida images of
grafted human GFP-positive neurons with characteristic
immature dendritic patterns 3 weeks and 2 and 6 months after
grafting.

(F) Two examples of hESC-derived neurons (GFP-positive)
displaying a more mature and elaborate dendritic pattern.

(G) Quantification of the Sholl analysis performed in apical
dendrites of hESC-derived neurons after 6 and 9 months
grafting. n= 16 for 6 months and n = 14 for 9 months. *p < 0.01,
**p <0.001.

{H) GFP immunostaining revealing dendritic spines on grafted
neurons. Scale bars represent 20 um in (C-G) and 5 pm in (H).
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Figure 7. Grafted Human ESC-Derived Neurons
GFP | VGlut1 GFP /VGlutl Establish Reciprocal Synapses with the Host

and Receive Thalamic Input

{A-C) Immunofluorescence images from 2-month-old
grafts showing the expression of GFP (in green) and
VGlut1 (in red) (4), synaptophysin (Syp) (in red) (B), and
HOMER?1 (in red) (C).

(D-F) Electron microscopy combined with GFP im-
munostaining (red arrowheads) of synaptic contacts
from graft to host within the cortex (D), stiatum (E), and
thalamus (F), and from host to graft (G) 6 months after
grafting.

(H) Electron microscopy image of GFP-positive

GFP ] GFP / Syp myelinated fibers within the thalamus 6 months after
grafting. Red arrowheads show GFP immunogold

detection.

{I) Fibers positive for the anterograde tracer BDA (in
red) were detected in close vicinity of GFP-positive
grafted neurons (in green) after thalamic BDA injection
6 months after grafting. Scale bars represent 10 um in
{A—C) and 500 nm in (D-H).

GFP Homer 1 GFP / Homer 1
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Figure B. Grafted Human ESC-Derived Neurons Integrate Functionally in the Synaptic Microcircuitry of the Mouse Host Brain
(A) Immunofiucrescence staining showing human G FP-positive neurons (in green) (left and right) integrated into the mouse cortex and stained for biocytin (in red,
injected during patch-clamp recording) (middle and right) and Hoechst (in blue) (right).

{legend continued on next page)
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approach could be particularly insightful to study neurodevelop-
mental conditions of genetic origin that affect complex patterns
of morphology and connectivity of cortical neurons, and for
which animal or purely in vitro models may be insufficient (Dol-
metsch and Geschwind, 2011; Han et al.,, 2011; Marchetto
et al., 2010; Zhang et al., 2010). In addition, it will be interesting
to test whether and how ESC-/iPSC-derived cortical cells could
be used in cell therapy paradigms for lesions of the cerebral
cortex in the adult brain, as previously shown for mouse embry-
onic cortical neurons (Gaillard et al., 2007).

Another striking aspect of ESC-derived corticogenesis relates
tothe links between cortical developmental timing and evolution.
The protracted periods of human ESC-derived progenitor ampli-
fication and neuronal production are highly reminiscent of the
extended period of human corticogenesis that allows the gener-
ation of a greater number of cortical neurons (Caviness et al.,
1995; Lui et al., 2011; Rakic, 2009). ESC-derived intrinsic corti-
cogenesis will thus enable the properties of mouse and human
cortical progenitors that underlie their species-specific neuro-
genic potential to be directly compared (Fietz et al., 2010; Han-
sen et al., 2010). Similarly, the mechanisms underlying the slow
rate of maturation of human ESC cortical neurons, including
dendritic and axonal outgrowth and synaptogenesis, could
provide hints on the origin of the neoteny that is thought to char-
acterize human cortical synaptogenesis and plasticity (Defelipe,
2011; Petanjek et al., 2011). Comparison of nonhuman and
human ESC-derived corticogenesis could also be used to study
the growing number of genes displaying human-specific signa-
tures of evolution in the context of brain development (Johnson
et al., 2009; Lambert et al., 2011; Pollard et al., 2006; Sudmant
et al,, 2010).

The combination of human genetics, comparative genomics,
and embryology, together with pluripotent stem cell-derived cor-
ticogenesis and xenografting, may thus pave the way to the
elucidation of the mechanisms underlying the generation of the
most complex structure in our brain and some of its most severe

pathologies.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

ESC/iPSC Differentiation into Cortical Cells

For the differentiation, on day —2, cells were dissociated using Stem-Pro Ac-
cutase (Invitrogen A11105) and plated on matrigel (BD, hES qualified matrigel)
or on poly-Lysine (BD 354210 33.3 mg/ml)/Laminin (BD 354232 3.3 mg/ml)
coated-coverslips/dishes at low confluency (5,000-10,000 cells/cm?) in
MEF-conditioned hES/MhiPS medium supplemented with ROCK inhibitor
(¥-27632; 10 uM Calbiochem, 688000). When testing cell culture substrates,
we found that poly-Lysin/Laminin and Matrigel both resulted in a similar
degree of cortical specification, but the latter was used preferentially in the
subsequent experiments as it improved cell adhesion considerably. On day
0 of the differentiation, the medium was changed to DDM (Gaspard et al.,
2009), supplemented with B27 (10 ml B27 per 500 ml DDM, to increase
survival) and Noggin (100 ng/ml), and the medium was replenished every
2 days. After 16 DIV, the medium was changed to DDM, supplemented with
B27, and changed every 2 days. At 24 DIV, the progenitors were manually
dissociated and cells were resuspended in DDM supplemented with B27
and ROCK inhibitor (10 pM) and plated onto poly-Lysin/Laminin-coated
coverslips. Five to seven days after dissociation, half of the medium was
replenished with Neurobasal supplemented with B27 (10 ml B27 per 500 ml
DDM) and 2 mM glutamine and changed again every 5-7 days. For experi-
ments comparing mouse and human ESC differentiation, cyclopamine was
also added at 2-10 DIV.

Intracerebral Grafting

Grafting experiments in newborn mouse motor cortex were performed as
previously described (Gaspard et al., 2008), using CD1 (foranalysis at 1 month)
and NOD/SCID mice (for analysis at 2, 6, and 9 months, as immunosupression
was mandatory to achieve integration beyond 2 months). Human ESC-derived
progenitors and neurons were manually dissociated at day 24 in culture
supplemented with ROCK inhibitor (10 pM). About 100,000-200,000 cells
were injected. Analyses on each time point after transplantation were per-
formed on two independent transplantation procedures using three different
sets of in vitro differentiations, which yielded similar results. A total number
of 34 cases were analyzed (n = 10 for 1 month, 12 for 2 months, 6 for6 months,
and 6 for 3-10 months).

Axonal Tracing

Thalamic input to the graft and grafted neurons projecting to the thalamus
were traced with biotin dextran amine (BDA; 10,000 molecular weight; Molec-
ular Probes) and applied iontophoretically into the ipsilateral dorsal lateral
geniculate nucleus (DLG).

(B) Sample raw voltage trace of a cell, in response to hyperpolarizing and depolarizing current steps: the firing response is reminiscent of a regular firing
accommodating-type cell. The bottom inset shows the first (blue) and the last (green) spike, while the top inset shows the temporal evolution of the instantaneous
firing rate.

(C) Single-cell properties: open circles indicate values from single experiments (n = 9), filled circles represent the population mean, and error bars show SEM.
Resting membrane potentials V,ex, AP firing thresholds Vi, input resistances R,,, membrane capacitances Cr,, rheobase currents Iy, and the slope (gain) of the
frequency-current curve represent typical signatures of cortical neurons passive and active electrical properties.

(D) Sample raw voltage traces before (left) and after (ight) the bath application of ionotropic glutamatergic receptors antagonists (i.e., CNQX and AP-V).

(E) Spontaneous postsynaptic potential (PSP) properties, extracted by fitting each spontaneous event with a double exponential function: open circles indicate
values obtained from distinct ESC-derived neurons (n = 7), filled circles represent the population mean, and error bars show the SEM. The rise time 1., decay time
T4, and the maximal PSP amplitudes represent typical signatures of the activation of proximal AMPA receptor (AMPAR)-mediated glutamatergic synapses. The
inset shows a representative single PSP waveform (black) and its fit (red).

(F) Episodic occurrence of increase in background synaptic activity and interictal-like firing: increase in synchronous spontaneous PSPs induces strong voltage
fluctuations and a transient membrane depolarization, ultimately leading to the firing of several APs (truncated to allow an expanded view of subthreshold voltage
fluctuations). The inset shows a zoom of the area highlighted in yellow.

(G) Sample raw voltage traces, in response to a train of 11 extracellular electrical stimuli at 20 Hz (timed by the red dashes). The top trace quantifies the evoked
response under control artificial cerebrospinal fluid. The subsequent application of selective competitive antagonist of AMPAR and NMDAR (i.e., CNQX and
AP-V) blocks glutamatergic responses, significantly suppressing evoked PSPs (central trace). The residual responses were GABA,R-mediated, as demonstrated
by the successful reversal of the PSP amplitudes, upon injection of a positive holding current (i.e., from —75 mV to —62 mV that is more depolarized than the
Chiloride reversal potential).

(H) Evoked PSP properties: open circles indicate values from single experiments (n = 4), filled circles represent the population mean, and error bars show SEM.
Rise time ., decay time 14, the maximal PSP amplitude, and the paired-pulse amplitude ratio represent typical signatures of the activation of short-term facil-
itating compound glutamatergic and GABAergic microcircuit afferents.
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Grafted neurons projecting to the superior colliculus were traced with Alexa
Fluor 568-conjugated Dextran (0.5 pl, 1% in distilled water; Molecular Probes)
injected into the ipsilateral superior colliculus (SC).

Calcium Imaging

For calcium dye loading, each coverslip was incubated with Oregon Green
BAPTA 1-AM. Imaging was carried out using an Axioskop 2 microscope (Zeiss)
equipped with a charge-coupled device camera (Xon +, Andor Technology).
For pharmacological experiment, TTX (1 pM) was applied by superfusion.

In Vitro Electrophysiology

Whole-cell patch-clamp recordings were performed on individual neurons
identified by using infrared differential interference contrast microscopy
(Axioskop 2FS, 63x/0.95w, Zeiss). Fortemporal analysis of functional matura-
tion, 127 cells were recorded from days of differentiation 38 to 82. Cells
were classified in two groups as a function of time: early (days 38-65) and
late (days 68-82) time points.

Ex Vivo Electrophysiology

Electrophysiology recordings were performed on grafted neurons in acute
brain slices from mice at 10 months posttransplantation. Transplanted cells
were identified by their enhanced GFP (EGFP) fluorescence and visualized
using an upright microscope equipped with infrared differential interference
contrast (Leica Microsystems, DMLFS). Some neurons were filled with biocytin
during the recordings and were later fixed and stained with streptavidin fluoro-
phore conjugates (see Supplemental Experimental Procedures) for subse-
quent identification and reconstruction of cell morphology. Whole-cell
patch-clamp recordings (EPC 10, HEKA Amplifier Electronics) and bipolar
extracellular stimulation (ISO-Flex, AMPI) were performed as described in
more detail in the Supplemental Experimental Procedures.

Transcriptome Analyses

Total RNA from two independent samples from ESC-derived cortical differen-
tiations and from fetal cortex samples was extracted using standard proce-
dures (Lambert et al., 2011), and the corresponding cDNAs were prepared
and hybridized according to manufacturer's instructions (Affymetrix
HGU133+v2.0).

Human Embryonic/Fetal Cortical Samples

The study was approved by the three relevant Ethics Committees (Erasme
Hospital, Université Libre de Bruxelles, and Belgian National Fund for Scientific
Research FRS/FNRS) on research involving human subjects. Written informed
consent was given by the parents in each case.

Additional Methods
An extended version of the experimental procedures is described online in the
Supplemental Experimental Procedures.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Supplemental Information includes nine figures, three tables, Supplemental
Experimental Procedures, and one movie and can be found with this article
online at http://dx.doi.org/10.1016/).neuron.2012.12.011.
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Figure S1. iPS cell line characterization.

(A) Bright field and immunofluorescence images from AHpMX4 and BJ1pMX1 iPS cell
lines showing Nanog (in green), Oct4 (in red), Sox2 (in red), SSEA3 (in green), SSEA4
(in green), TRA1-60 (in green), TRA1-81 (in red) and Hoechst (in blue) staining. (B)
gRTPCR comparing the levels of expression of the four viral constructs used for
reprogramming between infected fibroblasts, two independently generated clones of
each IPS cell line and H9 cells. Data are shown as relative amount of mMRNA compared
to the values of infected hFibs as value 1 +/-SEM (fold change). (N=2-3). (C) qRTPCR
showing the expression of pluripotent genes in two clones of BJ1pMX and AhpMX iIPS
cell lines. Data are shown as relative amount of mMRNA compared to the values of H9
as value 1 +/-SEM (fold change). (N=2-3). (D) Immunofluorescence images of
embryoid bodies generated from AHpMX4 and BJ1pMX1 iIPS cell lines, showing
positive cells for alpha fetoprotein (AFP) (marker for endoderm), alpha smooth muscle

actin («-SMA) (marker for mesoderm), and f Il tubulin (marker for ectoderm).
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Figure S2. Default induction of rostro-dorsal cortical primordium from human
ESC/iPSC.

(A) gqRTPCR analysis of human ESC-derived neural progenitors in culture. Data are
shown as relative amount of mMRNA compared to the values at day 5 of differentiation,
as value 1 +/-SEM (fold change) (N=2-7). (B) Proportion of cells expressing Nestin
among all cells, Otx1/2 and Pax6 among Nestin cells, after 19 days of differentiation
from H9 cells. Mean +/- SEM (N=3). (C) Quantification from 2-3 different experiments of
the proportion of Nestin, Nestin/Otx1/2 and Nestin/Pax6 positive cells at day 15-19 from
BJ1pMX1 and AHpMX4 cell line. Representative immunofluorescence images of day
19 cultures for the expression of Nestin/Pax6 (D,F) and Nestin/Otx1/2 (E,G) from
BJ1pMX1 (D-E) and AHpMX4 (F-G) IPS cell lines. (H) Heatmap showing the
normalized rostro/caudal, dorso/ventral pattern of expression of day 24 differentiated
cells compared to undifferentiated cells and human embryonic cortex at 9 gestational
weeks (9 gw). 2 independent samples are analysed for each condition. (Above) Legend
showing colour code for comparative levels of expression. Letter colour code: Red for
genes present in rostral forebrain/cortical identity. Blue for genes enriched in caudal

regions of CNS.
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Figure S3. Dependence of human ESC forebrain differentiation to morphogenic
cues.

(A-C) Representative immunofluorescence images for the expression of Nestin/Pax6 in
control (A), Shh (B) and cyclopamine-treated conditions (C). (D-F) Representative
immunofluorescence images for the expression of Nestin/Otx1/2 in control (D), Shh (E)
and cyclopamine-treated conditions (F). (G) qRTPCR analysis of the ESC-derived
progenitors at day 19 for control, Shh or cyclopamine-treated conditions. Data are
shown as relative amount of mMRNA compared to the values of control condition as value
1 +/- SEM (fold change) (N=4-5). (H) RTPCR product from human ESC-derived
progenitors at day 19 for control, Shh or cyclopamine-treated conditions for Nkx2.1

(upper panel) and YWHAZ housekeeping gene (lower panel).
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Figure S4. In vitro electrophysiological properties of human ESC-derived
neurons at early and late time stages in culture.

(A) Calcium imaging of ESC-derived neurons after 53 days of differentiation. (Left)
Fluorescence image of cells loaded with Oregon green 488 BAPTA 1. (Right)
Representative traces showing spontaneous calcium spikes in individual neurons, that
are suppressed by 1 uM TTX. (B-C) Maximal intensity of the voltage dependent Na
current (pA) and AP amplitude (mV) values at early and late stages in culture. Data are
shown as single values (d38-d65 stage N=51-61, d68-d82 N=11-15) and the mean
(Ttest ** p<0.01). (D) Representative traces of Na currents (left) and induced AP (right)
from immature cells. (E) Representative traces of mature Na currents (left) and induced

repetitive AP (right) from mature cells.
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Figure S5. Species-specific temporal patterning of corticogenesis from mouse vs.
human ESC.

Immunofluorescence stainings for Nestin (green) / Pax6 (red) (A-C), Blbp (red) (D-F),
BllI-tubulin (red) (G-l), Blll-tubulin (green) / Tbr1 (red) (J-L) and BllI-tubulin (green) /
CTIP2 (red) (M-O), from mouse (A-B, D-E, G-H, J-K, M-N) and human (C,F,|,L,O) after
10 or 20 days of differentiation. (P) Quantification of RllI-tubulin positive cells from
mouse and human ESC-derived cultures after 10, 20 and 40 days of differentiation.

Mean +/- SEM (N=2-3).
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Figure S6. Related to Figure 2
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Figure S6. Pattern of expression of layer-specific markers in hESC-derived
cultures.

(A-D) Immunofluorescence images showing Blll-tubulin (in green) (A,D), CTIP2 (in red)
(B,D) and Tbr1 (in grey) (C,D) of hESC cultures at day 61. Arrowhead points to Tbr1-
negative/high CTIP2-positive neuron; arrow points to Tbr1-positive/low CTIP2-positive
neuron. (E-F) Immunohistochemistry on alternate sections of human cortical tissue at
19 gestational weeks for CTIP2 (E), and Tbr1 (F). Higher magnification of the depicted
area shown on the right panel, illustrating expression of CTIP2 and Tbr1 in layer VI.
(G-H) Immunofluorescence images showing HUES9-derived neurons expressing beta Il
tubulin (in green) and Tbr1 (in red) at day 21 (G), and Foxp2 (in red) (H) at day 32. (I-J)
Immunostainings for beta Ill tubulin (in green) and Tbr1 (in red) at day 24 (I) and CTIP2
positive neurons (in red) at day 40 (J) (in red) from BJ1pMX1 iPSC. (K) Time-course of
the proportion of RllI-tubulin neurons expressing layer-specific markers following iPSC

differentiation. Mean +/- SEM (N=2 experiments).
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Figure S7. Related to Figure 2
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Figure S7. Cortical layer gene profiling analysis of hESC-differentiated neurons.
Heatmap showing the normalized expression of cortical layer marker genes in two
samples of undifferentiated H9 hESC at day 0 (s1, s2), two sets of cells differentiated for
24,44 and 61-72 div (s1, s2), and two samples from human embryonic cortex at 9 and
19 gestational weeks (9/19 gw) (s1, s2). (Above) Legend showing colour code for
comparative levels of expression. (Right) Legend showing colour code for genes from

different cortical layers in vivo.
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Figure S8. Related to Figures 3 and 4
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Figure S8. Characterization of the human ESC-derived cells at 2 and 6 months
post-transplantation.

(A-C) Immunofluorescence images showing GFP (in green), Hoechst (in blue) (B) and
human specific Nuclear antigen (Hu Nuclei) (in red) (C) 2 months following grafting.
Arrowhead points to a GFP-negative mouse host cell, nucleus positive for Hoechst and
negative for Hu Nuclei antigen. (D-F) Immunofluorescence images showing GFP (in
green) (D,F) and BllI-tubulin (in red) (E-F) 2 months following grafting. (G-I)
Immunofluorescence images showing GFP (in green) (G,l) and MAP2 (in red) (H-1) 6
months following grafting. (J-K) Immunofluorescence images showing GFP (in green)
and Couptf1 (in red) at 2 (J) and 9 months (K) following grafting. (L) Quantification of the
proportion of cases with GFP-positive fibers in cortical and subcortical structures after 1,
2 and 6 months. N=10 for 1 month; N=12 for 2 months; N=6 for 6 months. Values are

expressed as a percentage of the total number of cases with a graft +/- SEP.
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Figure S9. Related to Figures 3, 4, and 5

A| 1 month B 2 months |
Blllt/GEP FoxG1 || Blllt/' Fe/FoxGL [ plivGre | FoxGl || Bllit/GFP /FoxG1 |
pllt/cre || Thr1 || plv/GEe/Thr1 || plivaEr ] Tbr1 [[ BIIt/GFP/Tbr1 |

|[ Bllit/GFP /FoxP2 |

plllt/GFP |[ piit/GFP /FoxP2 |[ Bllit/GFP

BI/G

|| Bllt/GFP /Satb2 | |

plliyGrr ||
. -
C| 2 months
| GFP

Bllit/GFP

[[ Bit/GFP KCT|P2 |

BIIt/GFP

|| Satb2/Ctip2 || GFP [[  Tbri/Ctip2 |

Proportion of cells (%)

Thr1+Ctip2+/ Satb2+Ctip2+/
Ctip2+ Ctip2+




Figure S9. Immunofluorescence analysis of telencephalic and cortical layer
specific markers in grafted human-ESC-derived neurons.

(A) Examples of the grafts analysed after 1 month (A) and 2 months (B) for the
expression of beta Ill tubulin (in blue)/GFP (in green) and Foxg1 (telencephalic neurons)
(in red), Tbr1 (subplate, layer I/V1) (in red), Foxp2 (layer VI) (in red), Ctip2 (layer VI/V) (in
red), and Satb2 (layer V/II-IIl) (in red). (C) Immunofluorescence images showing GFP
(left images), Satb2 (in red)-Ctip2 (in green), or Thr1 (in red)-Ctip2 (in green) (right
images) —positive cells in the grafts analysed after 2 months. Arrows point to cells co-
expressing both markers. (D) Graph showing the proportion of cells co-expressing Tbr1-
Ctip2 or Satb2-Ctip2 among the Ctip2+

population. Mean +/- SEP. Scale bars: 50um.
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Table S1. Passive membranes properties of ESC-derived neurons in vitro

Stage Ina max (pA) APamp (MV) [ APin (MV) | Vigsr (MV) Cm Rm (GQ)
(pF)

Day38- [ -594.1+/-64.3 40.1+/-1.9 -26.6+/-0.8 |-39.5+/-2.5 17.2+/-15 2.4+/-0.2
day65

Day68- |-922.3+/-222.8 53.7+/-4.4 27.8+4/-1.7 |-36.6+/-3.9 |23.1+/-2.8 22+/-0.2
day82

p value | 0,056 n.s. 0,004 0,527 0,654 0,082 0,627

p<0.01 **

Abbreviations: ly, max, Maximum amplitud of sodium current, AP,,, Amplitud of the action
potential, APy, threshold of the action potential, Vg resting membrane potential, Cm,

membrane capacitance, R, ,input resistance. (Ttest, n.s. non significant, **p<0.01).

The APthreshold was measured from the phase plane plot as the voltage at which dV/dt

increased abruptly. The APamp was calculated as a difference between the threshold and the

peak of the AP. Rin was measured from the current deflection in response to a 10 mV negative

voltage step from Vhold=-70 mV. Cm was calculated by measuring the charge carried by the

capacitive current during the 10 mV negative voltage step from Vhold=-70 mV.
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Table S2. Gene Ontology survey of hESC-derived cortical cells of genes
differentially expressed between 44 and 24 days of differentiation

upP GO term GO category N N genes P value | FDR
day44/ genes | microarray
day24 GO into GO
G0:0048731 system development 603 102 3.65E- | 3.96E-15
19
G0:0048856 | anatomical structure 2048 183 1.67E- | 9.08E-14
development 17
GO:0007399 | nervous system 279 76 3.26E- 1.18E-13
development 17
G0:0032502 | developmental 3399 168 5.53E- | 1.5E-12
process 16
G0:0007411 axon guidance 307 33 1.08E- | 2.34E-10
13
G0:0007268 | synaptic transmission | 374 57 7.75E- 1.4E-9
13
G0:0023052 | Signaling 644 80 9.32E- | 1.45E-9
13
DOWN GO term GO category N N genes P value | FDR
day44/ genes | microarray
day24 GO into GO
G0:0042127 | regulation of cell 1047 119 147E- | 1.6E-10
proliferation 14
G0:0009628 | response to abiotic 691 68 2.42E- 1.31E-10
stimulus 14
G0:0042221 response to chemical 2293 362 6.71E- | 2.43E-9
stimulus 13
G0:0048518 | positive regulation of 3150 484 247E- | 6.71E-9
biological process 12
G0:0050793 | regulation of 1236 229 2.66E- | 5.77E-9
developmental 12
process
G0:0032502 | developmental 3399 206 3.08E- | 5.58E-9
process 12
G0:0050896 | response to stimulus 5371 243 4 54E- | 7.05E-9
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Table S3. Gene Ontology survey of hESC-derived cortical cells of genes
differentially expressed between 61/72 and 44 days of differentiation

UpP GO term GO category N N genes P value FDR
days61-72/ genes microarray
days44 GO into GO
G0:0007268 | synaptic 374 131 1.1E-31 1.19E-
transmission 27
G0:0023052 | signaling 644 139 1.79E-23 | 9.73E-
20
G0:0007267 | cell-cell signaling | 633 136 1.02E-22 | 3.7E-19
G0:0007154 | cell 827 161 441E-22 | 1.2E-18
communication
G0:0006836 | neurotransmitter 73 36 1.58E-14 | 3.43E-
transport 11
GO:0007399 | nervous system 279 82 1.88E-14 | 3.4E-11
development
G0:0048731 | system 603 137 1.25E-13 | 1.94E-
development 10
DOWN GO term GO category N N genes P value FDR
days 61-d72/ genes microarray
daysd4 GO into GO
G0:0022402 | cell cycle process | 792 240 711E-58 | 7.72E-
B4
G0:0022403 | cell cycle phase 470 168 1.03E-47 | 5.61E-
44
G0:0000278 | mitotic cell cycle 306 123 1.32E-40 | 4.77E-
37
G0:0007049 | cell cycle 526 162 2.44E-36 | 6.61E-
33
G0:0051301 | cell division 302 114 8.47E-36 | 1.84E-
32
G0:0006259 | DNA metabolic 607 172 1.14E-33 | 2.06E-
process 30
G0:0016043 | cellular 2967 367 1.41E-30 | 2.18E-
component -12 27
organization
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Supplemental Experimental Procedures

ESC/iPSC culture and differentiation.

Human ESC HUES9 (Cowan et al., 2004) and H9 (Thomson et al., 1998)), and iPSC
(BJ1pMX1,BJ1pMX2 AHpMX4, and AHpMX9) lines were propagated using standard
procedures on mitotically inactivated mouse embryonic fibroblasts (MEF).

At 24 div of the differentiation the progenitors were manually dissociated and cells were
resuspended in DDM supplemented with B27 and ROCK inhibitor (10 uM) and plated
onto poly-Lysin/Laminin coated coverslips. Five to seven days after dissociation, half of
the medium was replenished with Neurobasal supplemented with B27 (10 ml B27 per
500 ml DDM) and 2mM glutamine, and changed again every 5-7 days.

For experiments comparing mouse and human ESC differentiation, cyclopamine was
also added at 2-10 div.

iPSC generation and ESC viral transduction.

BJ1 fibroblasts (neonatal foreskin) and AH fibroblasts (derived from a forearm biopsy of
a 32-year old female donor) were cultured in fibroblast medium consisting of DMEM with
10 % FBS, 1% sodium pyruvate, 1 % penicillin/streptomycin (all reagents were from
Invitrogen). The retroviral pMXs vectors containing cDNAs for OCT4, SOX2, KLF4 and
c-MYC (Lowry et al.,, 2008) (obtained from Addgene) were co-transfected with
packaging-defective helper plasmids into 293T cells using FUGENEG6 (Roche).

For a 175 cm? T-flask with 6 x 10° 293T cells 1250 pL DMEM were used with 75 pL
FUGENEG6 and 100 ug DNA (vector.gag-pol:ivsv-g in a ratio of 4:3:1). The viral

supernatant was harvested on two consecutive days starting two days after transfection,
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was filtered through a 0.45 pm cellulose acetate filter and concentrated 60-fold using
Amicon Ultra centrifugal filter units (Millipore, 100 K).

Fibroblasts were infected with fresh virus preparations one day after seeding them in a
density of 100,000 cells/well of a 6-well plate with 5 uyg/mL protamine sulphate (Sigma).
Four days after infection the cells were passaged with trypsine/EDTA (Invitrogen) on
irradiated MEFs. One day after the passage the medium was changed from fibroblast
medium to hES medium. Based on their morphology iPS cell colonies were picked
manually 16-21 days later.

H9 cells were stably transduced using a lentiviral vector for the ubiquitous expression of
GFP under the control of the chicken [3-actin promoter and with a puromycin selection
cassette (Addgene). For the infection, cells were dissociated using Stem-Pro Accutase,
resuspended on MEF-conditioned hES/hiPS cell medium supplemented with ROCK
inhibitor (10 uM) and incubated on gelatin-coated dishes for 30 min at 37°C to remove
the remaining MEFs. Supernatant was recovered and cells were incubated in
suspension with the viral particles for 3-4 hours at 37°C. Cells were washed several
times, centrifuged and plated on mitotically inactivated MEFs. After 2-3 days, selection
using 300 ng/ml puromycin was started and continued for about 7 days.

Human embryonic/fetal cortical samples

The study was approved by the three relevant Ethics Committees (Erasme Hospital,
Université Libre de Bruxelles, and Belgian National Fund for Scientific Research
FRS/FNRS) on research involving human subjects. Written informed consent was given
by the parents in each case. Human fetuses were obtained following medical pregnancy

termination. Two fetuses aged 9 and 19 GW were used for the microarray analyses,
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while additional cases used for immunostainings ranged from 9 to 24 GW. All the cases
were examined with standard feto-pathological procedures and none displayed clinical
or neuropathological evidence of brain malformation. As soon as possible after
expulsion (less than 6 hours), the brain was removed, embedded as a whole in OCT
compound (Sakura), and snap-frozen in a 2-methylbutane on dry ice bath. The whole
brain was then cryosectioned coronally (sections of 25 microns). Cortical samples used
for RNA extraction were dissected manually from the sections. For the sample at 9GW
the whole thickness of the cortical hemisphere was collected, while for the samples at
19GW, the upper third corresponding to the cortical plate was collected before RNA
extraction as described in (Lambert et al., 2011).

Embryoid body differentiation.

IPSC colonies were detached by collagenase |V treatment and grown in suspension in
6-well low attachment plates (Corning, NY, #3471) in hES medium containing 20% KO
serum without FGF-2 and Plasmanate (Bock et al., 2011). After 10 days the EBs were
allowed to attach on gelatin-coated coverslips and were cultivated for 10 more days.
Axonal tracing.

BDA (10% in PBS) was applied iontophoretically (7 pA, 15 min) through glass
micropipettes (internal tip diameter: 8-10 um) into the ipsilateral dorsal lateral geniculate
nucleus (DLG) (with respect to the transplantation side) at the following stereotaxic
coordinates: anterior, -2.30 mm; lateral, 2.2 mm; dorsal, 2.7 mm. BDA was detected by
avidin or streptavidin fluorophore conjugates (see tables primary and secondary
antibodies).

Alexa Fluor 568-conjugated Dextran (0.5 pl, 1% in distilled water; Molecular Probes)

tracer was injected with a Hamilton syringe into the ipsilateral superior colliculus (SC) at
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the following stereotaxic coordinates: anterior, -4.04 mm; lateral, 0.80 mm; dorsal, 1.50
mm.

qRTPCR analysis.

mRNA was extracted from cells using the RNeasy RNA preparation minikit (Qiagen).
DNAse treatment was performed after RNA purification using DNAse | Turbo DNA-
free™ kit (Ambion Inc. Austin, TX) for 30 min at 37°C. First strand cDNA was
synthesized from 500 ng of DNAse I-treated total RNA with random primers (Invitrogen)
using SuperScript™ Il RNAse H-RT (Invitrogen). Primers for gPCR reaction were
designed with either PrimerExpress software (Applied Biosystems), from the websites
Invitrogen Oligo perfect or primer bank Harvard Medical School. The efficiency of gPCR
amplifications was validated in four different cDNA dilutions from human embryonic brain
tissue with YWHAZ primer set as normalizer. The quantitative PCR reaction mixtures
consisted of LightCycler 480 SYBR Green | Master (Applied Biosystems), 250 nM of
primers and 12,5 ng cDNA. The reaction steps were an initial denaturation step of 10
min at 95°C, thermal cycling conditions were 15 s at 95°C and 1 min at 60°C for 40
cycles. Relative expression levels of the different genes are given as a percentage of
YWHAZ or GADPH (normalizer housekeeping gene): 2act whereby ACt=Ctiarget-
Ctnomalizer | AACt=ACt-ACltieference- Primer sequences are described in the table below.
Statistical analysis was done following t-test analysis and indicated as * for p<0.05; ** for

p<0.01; *** for p<0.001.
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Gene Primer Forward Primer Reverse
Blbp GGACTCTCAGCACATTCAAGAA CCACATCACCAAAAGTAAGGGT
Cripto AAGATGGCCCGCTTCTCITAC AGATGGACGAGCAAATTCCTG
(TDGF1)
cMyc CGGAACTCTTGTGCGTAAGG CTCAGCCAAGGTTGTGAGGT
My viral ACTCTGAGGAGGAACAAGAA TATCGTCGACCACTGTGCTG
CTIP2

GAGTACTGCGGCAAGGTGTT TAGTTGCACAGCTCGCACTT
Cux1 GCTCTCATCGGCCAATCACT TCTATGGCCTIGCTCCACGT
cu AAGGAGATCGAGICGCAGAA CTCCAGGATGCTCTIGATGG
Dix2

ACGCTCCCTATGGAACCAGTT TCCGAATTTCAGGCTCAAGGT
DNMT3b CCCATTCGAGTCCTGTCATT GGTTCCAACAGCAATGGACT
Emx1

AGGTGAAGGTGTGGTTCCAG AGTCATTGGAGGTGACATCG
Emx2 GCTTCTAAGGCTGGAACACG CCAGCTTCTGCCTTITGAAC
Etvl CTGCCTGCAGICAAGAACAG GAGGGCCTCATTCCCACT
Foxgl GCCACAATCTGTCCCTCAACA CGGGTCCAGCATCCAGTAG
Foxpl GTGGCAAGACAGCTCCTICT ATAGCCACTGACACGGGAAC
GADPH CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT CCATGGTGICTGAGCGATGT
Gbx2

GGTGCAGGTGAAAATCTGGT CCTGTCTTGGAATTGGCATT
Gsx2

CGCCACTTACCTGAACCTGT CCCTCCTTCTTGTGCTTCAC
WTERT CCCTCTGCTACTCCATCCTG GTGTCGAGTICAGCTTGAGCA
3

CCGTATGGCCAGTACCAGTT ATAAGCGTTTCCCTCCTCGT
KLF4 TATGACCCACACTGCCAGAA TGGGAACTTGACCATGATTG
KLF4 viral CCCAATTACCCATCCTTCCT TATCGTCGACCACTGTGCTG
Nanog TACCTCAGCCTCCAGCAGAT CCTTCTGCGTCACACCATT
N 1

CGACTCCGTTCTCAGTGTCTGA CCTCCATGCCCACTTTCTTG
Oct4 TGTACTCCTCGGTCCCTTTC TCCAGGTTTTCTTTCCCTAGC
Oct4 viral GAGGAGTCCCAGGACATCAA TATCGTCGACCACTGTGCTG
Otxl GAGGTGGCGCTCAAGATCA CGCGGCGGTTCTTGAA
Pax6 GTGTCTACCAACCAATTCCACAAC CCCAACATGGAGCCAGATG
Reelin GTAGCAAGCCCTTCAGCAAC CCCTGAGGCCAGTACAACAT
Rex1 (ZFP42) | AACGGGCAAAGACAAGACAC GCTGACAGGTTCTATTTCCGC
Satb2

CCTCCTCCGACTGAAGACAG TGGTCTGGGTACAGGCCTAC
Sox1 GCAAGATGGCCCAGGAGAA CCTCGGACATGACCTTCCA
Sox2 GCTAGTCTCCAAGCGACGAA GCAAGAAGCCTCTCCTTGAA
Sox2 viral AGCTACAGCATGATGCAGGA TATCGTCGACCACTGTGCTG
Tor2 CACCGCCACCAAACTGAGAT CGAACACATTGTAGTGGGCAG
Torl

ATGGGCAGATGGTGGTTTTA GACGGCGATGAACTGAGTCT
Vglutl GAAACTCATGAACCCCCICA GGGAGATGAGCAGCAGGTAG
Vglut2 ATTCCATCAGCAGCCAGAGT TTGCTCCATATCCCATGACA
YWHAZ ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA CCGCCAGGACAAACCAGTAT
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Transcriptome analyses.
Statistical analyses were performed with the R language for statistical computing with

microarray data from H9 hES cells (GSM994321, GSM994322, retrieved from the GEO

database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)), and from human samples (Lambert et al.,

2011). Results were pre-processed together using the robust multi-array analysis (RMA)
normalization with the appropriate R-bioconductor packages with standard parameters.
Differential gene expression was assessed for each probe set using linear modeling and

Bayesian moderated ttest. GO analyses were performed using the GOrilla application

http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il). Heat maps were constructed using the MeV software

after averaging the signal of probe sets for each gene. Hierarchical clustering of samples
and specific gene subsets was performed with the optimized Euclidian distance metric.
Calcium Imaging.

For calcium dye loading, each coverslip was incubated at 37°C for 45 minutes in the
presence of 3 uM Oregon Green BAPTA 1-AM. Images were acquired using an a 63x,
0.95 numerical aperture water-immersion objective (Zeiss, Oberkochen, Germany). To
excite the fluorescence of the calcium dye, a light source composed of a LED array
(OptoLED, Cairn Research, UK) emitting at 488 nm was coupled to the microscope
equipped with a dichroic mirror and a high-pass emission filter centered at 505 and 507
nm respectively. Using the AndorlQ software, images were acquired every 2 s, with an
exposure time of 50 ms and with a resolution of 512 x 512 pixels (14 bits). The pseudo
ratio (DF/F) curves corresponding to the different cells were computed offline. The
pseudo ratio (DF/Fgp) curves corresponding to the different cells were computed offline.

The fluorescence change over time is defined as DF/Fp = (F - Fo)/Fo, where F is the
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fluorescence at any time point, and Fy is the baseline fluorescence averaged over three
consecutive images at the beginning of the recording.

For pharmacological experiment TTX (1 uM) was applied by superfusion.

In vitro electrophysiology.

Recording pipettes were pulled from borosilicate glass capillaries (Hilgenberg GmbH,
Malsfeld, Germany) on a P-2000 pipette puller (Sutter Instruments, Novato, CA, USA)
and presented resistances of 5-8 MOhm when filled with the patch pipette solutions
containing the following (in mM): 119 KMeSO4, 1 MgCl,, 0.1 CaCl,, 10 HEPES, 1 EGTA,
12 phosphocreatine, 2 NaATP, 0.7 Na,GTP, pH 7.2-3 adjusted with KOH, 280-300
mOsm/l. The extracellular solution contained (in mM): 120 NaCl, 2 KCI, 2 CaCl,, 1.19
MgSQy,, 26 NaHCO3, 1.18 KH,PO4 and 11 glucose, equilibrated with 95 % O, - 5 % CO,
(pH 7.4). For the recordings, the glass coverslips were transferred into a recording
chamber where they were continuously perfused (2-3mL/min) with the extracellular
solution at room temperature.

All recordings were made with a Dual EPC10 amplifier and acquired using the software
Pulse (HEKA,Lambrecht-Pfalz, Germany). Signals were filtered at 4kHz using the built-in
fiter of EPC10 and digitally sampled at 20kHz. Data were analyzed with Igor Pro
software (WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA). Passive cellular parameters were
extracted in voltage clamp by analyzing current relaxation induced by a 10 mV
hyperpolarizing step from a holding potential of -70 mV. Membrane resistance and
capacitance were 2.3+0.5 GOhm and 15.1£2.7 pF respectively (n=14). The presence of
voltage gated sodium current was assessed by submitting the cells to a depolarizing

step to 0 mV from a holding potential of -70 mV. Intrinsic excitability was investigated in
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current clamp by setting membrane potential at -70 mV and injecting 1 s step current
pulses with 10 pA increments. Spontaneous excitatory postsynaptic currents (sEPSCs)
were recorded at a holding potential of -70 mV. To further check the nature of
spontaneous postsynaptic currents, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione, CNQX
(10uM) and D-(-)-2- amino-5-phosphonopentanoic acid, APV (10uM), were used to
block AMPA and NMDA receptors respectively. All drugs were dissolved in the bath
solution and then were applied to the preparation by superfusion. The drug solution
reached a steady-state concentration in the experimental chamber in 2 min. After
reaching this steady-state period, the response to the drug was measured after a
prolonged application (up to 5 min).

Ex vivo electrophysiology.

Acute brain slices from 10 months post-transplantated mice were obtained as follows:
Mice were deeply anesthetized with a mixture of ketamine and xylazine, and
transcardially perfused with ice-cold solution containing (in mM) 80 NaCl, 2.5 KClI, 1.25
NaH,PQO4, 1 CaCl,, 5 MgCl,, 30 NaHCO3, 25 D-glucose and 75 sucrose (gassed with
95% 02/5% CO5). The brain was rapidly removed, trimmed by cutting off cerebellum and
hindbrain directly behind the occipital cortex, and glued to the stage of a VT1000-S
vibratome (Leica Instruments, Nussloch, Germany) to cut 300 um thick coronal slices in
the same solution at 4 °C. Slices were incubated after cutting in artificial CSF (aCSF)
containing (in mM) 125 NaCl, 2.5 KCI, 1.25 NaH,PO4, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 30 NaHCO3
and 25 D-glucose (gassed with 95% O,/5% CO,) for at least 20 minutes and stored
thereafter at room temperature for up to 7 h. For recording one slice at a time was

transferred to a chamber and continuously perfused with aCSF at 1.5 ml/min.
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Transplanted cells were identified by their EGFP fluorescence and visualized using an
upright microscope equipped with infrared differential interference contrast (Leica
Microsystems, DMLFS, Belgium). Recordings were performed at 33 + 1 °C. For
recordings, patch pipettes (resistance 6—9 MQ) were filled with an intracellular solution
containing (in mM): 115 K-gluconate, 20 KCI, 10 HEPES, 4 Mg-ATP, 0.3 Na,-GTP, 10
Nas-phosphocreatine, pH adjusted to 7.3 with KOH. Current clamp recordings were
performed with an EPC 10 patch clamp amplifier (HEKA Electronics, Lambrecht/Pfalz,
Germany): neither bridge balance nor capacitance compensation were used online:
rather, electrode kernels were estimated throughout the experiment by following the
procedure described in (Brette et al., 2008) and subsequently used to compensate
offline the recorded data. Liquid junction potentials were left uncorrected. Signals were
recorded at a rate of 20 kHz. All electrophysiological recordings were analyzed using
MATLAB (The Mathworks, Natick, MA). To deliver bipolar extracellular electrical stimuli
and elicit compound synaptic responses, we used an ISO-Flex stimulus isolator (AMPI,
Israel) connected to two platinum wires inserted in a theta-glass pipette (1401021,
Hilgenberg, Malsfeld, Germany) filled with aCSF. This electrode was placed at distances
between 200 and 350 pm from the recorded neuron and current-controlled stimuli had
amplitude in the range 100-500 pA and duration of 100 us. In some experiments,
synaptic inputs were blocked by adding to the bath selective antagonists of ligand-gated

channels (i.e., AP-V, 50 (/M; CNQX, 10 1'M). All the chemicals were from Sigma,

Belgium.
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Tissue preparation, Inmunofluorescence and immuhistochemistry.

For conventional microscopy analysis, the mice were anaesthetized with an overdose of
ketamine/xylazine and perfused with phosphate-buffered saline followed by 4%
paraformaldehyde. The brain was removed and postfixed in the same fixative overnight
and then cut in 75 pm slices on a Leica vibroslicer. The mice intended for electron
microscopy were perfused with a physiological saline solution, followed by 4%
paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde in phosphate buffer and the brains were cut
in 60 um slices before further processing.

Immunofluorescence on cells and grafted brains was performed as described previously
(Gaillard et al., 2007; Gaspard et al., 2008) using primary and secondary antibodies (see
tables primary and secondary antibodies below). Immunohistochemistry on human
embryonic brain samples was performed as previously described (Lambert et al., 2011)

using primary and secondary antibodies described in the tables below..
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Primary antibodies Species Company Catalog Dilution
Number
AFP mouse Abcam 54745 1/500
o-SMA mouse Sigma AS5228 1/1000
beta III tubulin (Tuj1) mouse Covance MMS-435P 1/1000
beta III tubulin rabbit Covance PRB-435P 1/1000
beta III tubulin chicken Chemicon AB9354 1/1000
Blbp rabbit Chemicon AB9558 1/2000
BrdU mouse Beckton Dickinson 1/300
Bm2 rabbit Santa Cruz Biotech
CalR rabbit Swant 7699/4 1/5.000
ChAT goat Chemicon ab144P 1/100
Couptfl mouse Abcam Ab41858 1/500
CTIP2 rat Abcam ab18465-100 1/500
Cux1 rabbit Santa Cruz Biotech 1/500
Foxgl rabbit Abcam ab18259 1/100
Foxp2 rabbit Abcam ab16046-100 1/5.000
GADG67 mouse Chemicon AB5406 1/2.500
GFAP rabbit Sigma G9269 1/500
GFP rabbit Invitrogen A6455 1/2000
GFP chicken Abcam AB13970-100 1/2000
Homerl rabbit Synaptic Systems 160 003 1/1.000
Human Nu antigen, mouse Chemicon MABI1281 1/500
clone 235-1
MAP2 mouse Sigma M1406-2ml 1/2000
Nanog goat R&D AF1997 1/20
Nestin mouse Covance MMS-570P 1/1000
Nestin rabbit Covance PRB-315C 1/1000
Nkx2.1 rabbit Biopat PA0100 1/5.000
Oct4 rabbit Abcam Ab19857 1/2000
Otx1/2 rabbit Chemicon AB9566 1/2000
Pax6 rabbit Covance PRB-278P 1/2.500
Pax6 mouse DSHB purified 1/50
Satb2 rabbit Abcam ab34735 1/1000
Sox2 rabbit Millipore AB5603 1/1000
SSEA3 rat DSHB MC-631 1/50
SSEA4 mouse DSHB MC-813-70 1/50
Synaptophysin mouse Synaptic Systems 101 011 1/1.000
Tbrl rabbit Gift from Hevner 1/10.000
Tbr2 rabbit Chemicon AB9618 1/2000
TRA1-60 mouse Millipore MAB4360 1/1000
TRAI1-81 mouse Millipore MAB4381 1/1000
Tyrosine Hydroxilase mouse Chemicon MAB318 1/400
VGat rabbit Synaptic Systems 131002 1/1000
VGlutl rabbit Synaptic Systems 135 302 1/1000
VGlutl mouse Medilabs MM-0016-6P- 1/100
FS
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Secondary Species Company Dilution

antibodies

anti-mouse Alexa | donkey Invitrogen 1/500

Fluor 488

anti-rabbit Alexa donkey Invitrogen 1/500

Fluor 488

anti-chicken Alexa | chicken Invitrogen 1/500

Fluor 488

anti-mouse donkey Jackson 1/500

cyanin3 Immunoresearch

anti-rabbit cyanin3 | donkey Jackson 1/500
Immunoresearch

anti-rat cyanin3 donkey Jackson 1/500
Immunoresearch

anti-goat cyanin3 | donkey Jackson 1/500
Immunoresearch

anti-mouse donkey Jackson 1/500

cyanind Immunoresearch

anti-rabbit cyanin5 | donkey Jackson 1/500
Immunoresearch

Streptavidin Alexa Invitrogen 1/250

Fluor 647

conjugated

Avidin rhodamine Invitrogen 1/250

red conjugated




BrdU birthdating analysis in vivo.

PO grafted mice received a single intraperitoneal injection of BrdU (50 mg/kg body
weight) either at P4 or at P51. Mice were sacrificed at P61 and tissue was processed as
explained before. Immunoflurescence analysis were done using primary and secondary
antibodies (see tables for primary and secondary antibodies). For quantification of the
proportion of BrdU cells expressing one marker, at least 80 BrdU positive cells were
quantified for each condition and marker.

Quantification of axonal projections following grafting.

For the quantification of total number of fibers present in the contralateral cortex, the
average number of fibers was counted in 1/6 of all the sections through the motor, visual
and piriform cortex. For the striatum, the total number of fibers was counted in a single
section. For the thalamus, midbrain and pyramidal tract, fibers were counted in 1/2 of the
sections of each brain. Visualization of the fibers was performed with a Zeiss Axioplan
upright microscope equipped with 20x and 40x dry objectives. For the quantification of
the percentage of fibers present at different cortical and non-cortical targets, fibers were
counted in contralateral cortex, thalamus, midbrain, pyramidal tract, subtantia nigra and
cerebellum in 1/4 of the brain.

Quantification of neuronal and dendritic morphology.

For the morphology study, we adapted the Pyramidal Morphology Index (PMI) (Hand et
al., 2005). Pictures of at least 100 neurons stained for R3-lllI-tubulin were taken randomly
for each condition and from two different experiments and the quantification was done
blindly in Adobe Photoshop Software using a 25 um circle drawn on a superposed layer.
The number (N) of neurites intersected by the circle was counted and the width (L) of the

thickest dendrite at its intersection with the circle was measured. The PMI is equal to L
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divided by (N-1).

Apical dendrite orientation of grafted neurons 3 weeks after grafting (N=102) was
analyzed as in (Gaspard et al., 2008). Standard Sholl analysis was performed on the
apical dendrite of grafted neurons 6 months (N=16 neurons) and 9 months (N=14
neurons) after grafting using Fiji software, i.e. the. number of apical branches
intersecting with concentric circles centered on the soma were quantified. The analysis
was restricted to 90 um from the soma, due to the increasing number of cut-off branches
at larger distances. Dendrites with cut-off branches were not discarded. Comparison
between the two groups was performed using the Mann-Whitney U test for non-
parametric samples; **p<0.01, ***p<0.001.

Electron and confocal microscopy.

For immunogold detection of GFP, the sections were incubated in goat antibody to rabbit
IgGs conjugated to ultra-small gold particles (0.8 nm, 1:100; Aurion). The immunogold
signal was intensified using a silver enhancement kit (HQ silver; Nanoprobes). Serial
ultra-thin immunostained sections were cut with a UC6 ultramicrotome (Leica) and were
contrasted with lead citrate and observed in a electron microscope (JEOL). Confocal
Images were obtained with a Zeiss LSM 510 META microscope driven by ZEN 2009
software and equipped with 20x 0.8, 40x 1.2W and 63x 1.2W objectives and green, red,

far-red and 2P lasers.
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Résumé de I’article 4 (soumis)

La lésion corticale chez I’adulte stimule la prolifération des progéniteurs neuraux

de la SVZ et leur migration vers le site de lésion.

Chez de nombreuses especes mammiféres, la neurogenése persiste dans le
cerveau adulte au sein de deux zones principales : la zone sous granulaire (SGZ) du
gyrus denté de I'hippocampe, et la zone sous ventriculaire (SVZ) qui borde les
ventricules latéraux (pour revue, Ming et Song, 2005). En conditions physiologiques,
les cellules de la SVZ donnent continuellement naissance a des progéniteurs qui
migrent en chaine via le flux rostral migratoire (RMS) en direction du bulbe olbactif
ou ils se différencient en neurones matures fonctionnellement intégrés aux réseaux
pré-existants (pour revue, Whitman et Greer, 2009). Diverses |ésions traumatiques
ou neurodégénératives influent sur la neurogenése dans la SVZ. Par exemple, dans
des modeéles animaux de la maladie de Parkinson, la prolifération cellulaire dans la
SVZ est diminuée, tandis qu’elle augmente dans des modéles animaux de la maladie
de Huntington (pour revue, Winner et al., 2011). Il est généralement admis qu’une
lésion corticale induit une augmentation de la prolifération cellulaire dans la SVZ
(pour revue, Saha et al., 2012). Cependant, les résultats présentés dans la littérature
dans le cas de lésion corticale par aspiration présentent des dissonances, tant au
sujet des changements se produisant dans la SVZ suite la lésion, que sur le potentiel
de migration des neuroblastes de la SVZ vers le site de Iésion corticale (Goings et al.,
2002 ; Sundohlm-Peters et al.,, 2005 ; Szele et Chasselet, 1996). En effet, si la
migration des cellules de la SVZ vers des sites de lésion proches tels que le striatum
est reconnue, leur capacité a migrer vers des sites plus éloignés est controversée.
Ainsi, le but de notre étude a été d’analyser les conséquences d’une lésion corticale
par aspiration chez la souris sur la prolifération cellulaire et la neurogenése au sein
de la SVZ. Nous avons également évalué le potentiel migratoire des neuroblastes de
la SVZ a distance vers le site de lésion corticale, étudié leur mode de migration, et

identifié des acteurs moléculaires régulant cette migration.
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Ainsi, aprés lésion unilatérale par aspiration du cortex moteur chez la souris,
nous avons évalué la prolifération cellulaire dans la SVZ a différents temps post-
lésionnels par injections simples ou multiples de 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU). Les
souris ont été sacrifiées a différents délais post-injections, et des marquages
immuno-histochimiques ont permis de révéler le phénotype et le mode de migration
des cellules post-mitotiques. Des injections de lentivirus exprimant la GFP dans la
SVZ ont permis de vérifier I'origine des cellules BrdU" ayant migré de la SVZ; et
I'injection d’un antagoniste spécifique du récepteur CXCR4 a été utilisée pour

évaluer le réle du couple SDF1/CXCR4 dans la migration des neuroblastes de la SVZ.

Nos résultats montrent que la lésion du cortex moteur induit une
augmentation transitoire de la prolifération cellulaire dans la SVZ avec un pic a une
semaine. Cet effet a été observé a la fois dans la SVZ ipsilatérale et la SVZ
controlatérale a la lésion. Nous avons également pu observer que cette
augmentation de la prolifération dans la SVZ était associée a une augmentation du
nombre de cellules post-mitotiques co-exprimant un marqueur des neuroblastes
immatures, la doublecortine (DCX). Ainsi, la Iésion du cortex par aspiration entraine
une augmentation a la fois de la prolifération cellulaire et de la neurogenése dans la
SVZ.

Nous avons par la suite étudié la migration des neuroblastes, et observé
qu’une partie d’entre eux s’échappent du RMS pour atteindre le corps calleux et le
cortex péri-lésionnel. Alors que dans le RMS, les neuroblastes migrent associés en
chaine, la plupart d’entre eux migrent individuellement vers le site de |ésion. De
plus, I'étude des immunomarquages multiples montre que les deux tiers des
neuroblastes migrent en étroite association soit avec les vaisseaux sanguins, soit
avec les astrocytes. Les autres migrent isolés, sans association ni avec les cellules
gliales, ni avec les vaisseaux sanguins. Ainsi, la migration ectopique des neuroblastes
vers le site de Iésion est multimodale, et implique notamment les vaisseaux sanguins
et les cellules gliales. Nous avons par ailleurs montré que la chémokine SDF-1 et son
récepteur CXCR4, déja connus pour leur réle dans la migration neuronale pendant le

développement, sont impliqués dans la régulation de la migration ectopique des
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neuroblastes vers le site de Iésion. En effet, SDF-1 et CXCR4 sont surexprimés au
niveau du site de lésion; et le blocage pharmacologique de CXCR4 augmente la
proportion de neuroblastes migrant individuellement, au détriment de ceux migrant
en association avec les astrocytes.

Par injection dans la SVZ d’un lentivirus surexprimant la GFP, nous avons par
ailleurs confirmé que les neuroblastes DCX'/GFP® présents dans le cortex
provenaient bien de la SVZ.

Enfin, la différenciation des cellules recrutées en neurones matures apparait
comme une question déterminante en vue d’évaluer leur potentiel réparateur. Nos
résultats montrent que quelgues uns des neuroblastes générés dans la SVZ se
différencient en neurones matures dans le cortex.

En conclusion, nos résultats donnent une description détaillée chez la souris
des maodifications en termes de prolifération cellulaire et de neurogenése dans la
SVZ dés les premiers jours suivant la |ésion corticale, et apportent des éléments de
compréhension nouveaux sur les mécanismes de migration de neuroblastes de la
SVZ recrutés vers le site de lésion corticale ou certains se différencient en neurones

matures.
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Abstract

The subventricular zone (SVZ) is the principal neurogenic niche present in the
adult non-human mammalian brain. Neurons generated in the SVZ migrate
along the rostral migratory stream to reach the olfactory bulb. Brain injuries
stimulate SVZ neurogenesis and direct migration of new neuroblasts to the
sites of injury. To date, cortical injury-induced adult SVZ neurogenesis in mice
remains ambiguous and migration of neuroblasts to the site of injury has not
been studied in detail. We found that aspiration lesion in the motor cortex
induces a transient, but significant increase in the proliferation as well as
neurogenesis in the SVZ. New neuroblasts migrate ectopically to the injured
area with the assistance of blood vessels and reactive astrocytes. Using
lentiviral transduction, we provide direct evidence that these neurons are
indeed generated in the SVZ. We further show that astrocyte-assisted ectopic
migration is regulated by CXCR4/SDF-1 signaling pathway. Finally, upon
reaching the lesion area, these neuroblasts differentiate into glial cells and
mature neurons. These data provide a detailed account of the changes
occurring in the SVZ and the cortex following lesion and indicate the potential

of the endogenous neural stem cells in cortical repair.

Keywords: Cortex, Lesion, Subventricular zone, Neuroblast, Proliferation,

Migration, Differentiation.
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1. Introduction

In the adult rodent brain, more generally in non-human mammals,
neurogenesis continues to occur in two main regions, the subventricular zone
(SVZ) lining the lateral ventricle and the subgranular zone of the hippocampus
(Altman and Das, 1965; Doetsch et al.,, 1997, Gage et al., 1998). New
neurons generated in the SVZ migrate along a well-defined pathway, the
rostral migratory stream (RMS), to reach the olfactory bulb (OB) and
differentiate into granule cells and periglomerular cells and integrate into the

existing circuitry (Luskin 1993; Lois and Alvarez-Buylla, 1994).

The discovery of adult neurogenesis and neuronal migration has generated
great interest in the field of cell replacement therapy following neuronal
degeneration. In several pathophysiological conditions, the proliferative
capacity of the SVZ is altered (reviewed in Saha et al., 2012). For instance, in
animal models of cerebral ischemia and Huntington’s disease, the SVZ
proliferation is increased significantly (Arvidsson et al., 2002; Decressac et al.,
2010), whereas it is reduced in Parkinson’s disease and Alzheimer disease
(Hoglinger et al., 2004; Rodriguez et al., 2009). In different cortical injury
models, however, conflicting reports on the SVZ proliferation has created
confusion in the understanding of lesion-induced proliferation. While in
controlled cortical impact (Ramaswamy et al., 2005), fluid-percussion injury
(Chirumamilla et al., 2002; Chen et al., 2003) and focal acute injury (Blizzard
et al., 2011), a significant increase in the SVZ progenitor proliferation has
been observed, no significant change was reported with aspiration lesion

model (Dizon et al., 2006).
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In addition to proliferation, brain diseases and injuries have been shown to
induce migration of the neural progenitors to the sites of injury (Arvidsson et
al., 2002; Ramaswamy et al., 2005; Sundholm-Peters et al., 2005; Faiz et al.,
2008). In cerebral ischemia, involvement of blood vessels in guiding ectopic
neuroblast migration was reported (Thored et al., 2007; Kojima et al., 2010).
However, the mechanisms underlying the ectopic migration of the neuroblasts

in response to cortical lesion are largely unknown.

Here, we set out to study changes taking place in the forebrain following
aspiration lesion of the motor cortex in adult mice. We showed that aspiration
lesion in the motor cortex induces a transient, but significant increase in the
proliferation as well as neurogenesis in the SVZ. We analyzed lesion-induced
changes in the cortical microenvironment and their role in the ectopic
migration of new neuronal progenitors and demonstrated, for the first time,
that both re-organized blood vessels and reactive astrocytes form scaffolds to
assist migration. GFP-expressing lentiviral transduction in the SVZ confirmed
that these neurons are indeed originated in the SVZ. Finally, we show here
that neuroblasts migrating to the lesion area differentiate into glial cells and

also into mature neurons, although to a much lesser extent.

2. Material and Methods
2.1 Cortical lesion
For all experiments, adult (4—6 month-old, females and males) C57BL/6 mice
were used. Housing of the animals and all animal experimental procedures
were carried out according to the guidelines of the French Agriculture and

Forestry Ministry (decree 87849) and of the European Communities Council
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Directive (86/609/EEC). All efforts were made to reduce the number of
animals used and their suffering.

Mice were anaesthetized with avertin (250 mg/kg of body weight), placed in a
stereotaxic apparatus and the left motor cortex was aspirated from
approximately 0.5-2.5 mm rostral to the Bregma and from 0.5-2.5 mm lateral
to the midline using a fire-polished pipette, with the corpus callosum left intact.
After lesion, the skin was stapled and the mice were kept for recovery.

2.2 Lentivirus injection

A custom-made GFP expressing [under phosphoglycerate kinase, (PGK)
promoter] lentivirus was prepared as described before (Consiglio et al., 2004;
Grubb et al.,, 2008) to transduce SVZ/RMS neuroblasts. For stereotactic
injections, three days after lesion mice were anaesthetized as mentioned
above and approximately 1.5ul of solution containing the virus (2x 10'° U/ml)
was injected near the head of SVZ (anteroposterior +0.4 mm from bregma,
mediolateral 1.08 mm and dorsoventral 1.8 mm) using a picoinjector
(Picospritzer 1ll, Parker) with the following parameters: pressure 8 psi, time:
4.0 sec. Mice were sacrificed either 8 days or 21 days following injection.

2.3 BrdU injections

For proliferation studies, mice were injected with a single BrdU dose (50mg/kg
body weight, in 0.9% NaCl solution) 4 hours before perfusion. For
differentiation studies, long-term BrdU assay was performed at a similar dose
twice daily for 3 days (at day 6, day 7 and day 8 after lesion) and mice were
sacrificed 30 days after last injection.

2.4 AMD3100 injection
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SDF1/CXCR4 signaling was blocked in lesioned mice using AMD3100, a
specific CXCR4 blocker. Following cortical lesion, animals were injected with
1.25 mg/kg AMD3100 (Sigma) subcutaneously twice per day (with an interval
of 6 hours between two injections) for seven days as described in Rubin et al.,
2003. After the final injection, mice were perfused and brains were harvested
and processed for immunostaining.

2.5 Brain harvesting

Mice were injected with a lethal dose of avertin and transcardially perfused
with 50 ml of saline (0.9%), followed by 200 ml ice-cold paraformaldehyde
(PFA, 4%) in 0.1 M phosphate buffer (PB). Brains were removed and kept
overnight in 30% sucrose solution for cryoprotection. With a freezing
microtome (RM2145, Leica), 40um tissue sections (coronal and parasagittal)
were cut for antibody staining. For the proliferation study, lesion mice were
perfused 1, 2, 3,5, 7,9, 12, 15, 30 and 60 days after lesion.

2.6 Immunohistochemistry

Free-floating sections were washed in Tris-buffered saline (TBS, 0.05M, pH
7.6) and blocking was done at room temperature (RT) for 1 hour by TBS
containing 3% bovine serum albumin (Sigma) and 0.3%Triton X-100. Primary
antibodies, diluted in blocking solution, were applied overnight at 4°C.
Secondary antibodies were applied for 1 hour at RT. The following antibodies
were used in this study: goat anti-Doublecortin (1:300, Santacruz Biotech.),
mouse anti-PSA-NCAM (IgM, 1:500, AbCys), rat anti-CD31 (1:250, BD
Pharmingen), rabbit anti-GFAP (1:500, DakoCytomation), rat anti-BrdU
(1:200, ABD Serotec), rabbit anti-CXCR4 (1:200, Chemicon), goat anti-SDF-1

(1:50, Santacruz Biotech.), mouse anti-NeuN (1:500, Millipore), rabbit anti-
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NG2 (1:300, Chemicon), Chicken anti-GFP (1:1000, Chemicon), rabbit anti-
Olig2 (1:500, Chemicon), mouse anti-reelin (1:1000, kind gift from A.
Goffinet), ToPro-3 (1:1000, Molecular probes).

2.7 Data acquisition and statistical analysis

Sections were selected and photographed with an epifluorescence
microscope (Axiolmager.M2, Zeiss). Colocalization studies were carried out
using confocal microscopy (FV1000; Olympus). All results are expressed as
meantSD. Comparisons between each group with the control mice were
performed by using two-tailed student's f test and the level of statistical
significance was set at P<0.05.

3. Results

3.1 Cortical lesion enhances cell proliferation in the subventricular zone
To study the effect of cortical lesion on the SVZ cell proliferation, a single
injection of BrdU was administered 4 hours before sacrificing the mice at
different days (1,2,3,5,7,9,12,15,30 and 60 days) following cortical lesion (n=6
at each time point). Cortical lesion induced a significant increase in the
number of BrdU+ cells in the SVZ of lesioned animals compared to non-
lesioned control animals (Fig.1 A-E). This was observed both in ipsilateral and
contralateral hemispheres (at day 3, control: 115.66+7.38 meantSD,;
ipsilateral: 159.15+9.65 and contralateral 141.7+£13.62; P<0.05). Proliferation
reached its peak 7 days after lesion (ipsilateral 212.68+£12.58; contralateral
177.58+10.66, P<0.001) and then gradually decreased (Fig. 1E). Surprisingly,
1 month after lesion, SVZ proliferation was even lower than in control SVZ,
more prominently in the contralateral hemisphere (ipsilateral 103.72+9.83,

P>0.05; contralateral 80.1+12.79, P<0.05 Fig. 1E). However, by two months
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after lesion, proliferation of the SVZ returned to basal level (ipsilateral
118.88+12.26; contralateral 103.22+16.09, Fig. 1E). The proliferation in the
ipsilateral hemisphere was significantly higher than contralateral at all time
points investigated (P<0.05) except at day 60 (P>0.05). Thus, these results
indicate that cortical lesion induces a significant, but transient increase in cell
proliferation at the level of the SVZ following cortical lesion.

We next investigated whether increased cell proliferation also leads to an
increase in the generation of new neuroblasts. At day 7, when the proliferation
was highest, sections from both control (n=5) and 7 day lesioned animals
(n=5) were immunostained with BrdU and Doublecortin (Dcx), a neuroblast
marker, and the number of BrdU+/Dcx+ cells present in the SVZ was
quantified (5 sections/brain from anteroposterior +1.18mm to +0.02mm
relative to Bregma). We observed a significant increase (+58%) in the number
of BrdU+/Dcx+ cells in the SVZ (140+£5.29) compared to unlesioned control
mice (88.75x4.06) (P<0.001) (Fig. 1F-H). All together, these results
demonstrate that aspiration lesion in the cortex not only leads to an increase

in the SVZ cell proliferation, but also to neurogenesis.

3.2 Neuroblasts from the SVZ/RMS migrate to the lesion area

It has been previously shown that in response to brain injury or degeneration,
neuroblasts can move out of the SVZ/RMS and migrate to the affected area
(Arvidsson et al., 2002; Ramaswamy et al., 2005; Sundholm-Peters et al.,
2005; Faiz et al., 2008). However, the migration pattern was not studied in
detail. Here, we analyzed the nature of ectopic migration at different stages
following lesion. We found that although the majority of the neuroblasts

continued to migrate normally along the RMS to the OB after lesion, a large
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number of Dcx+ cells deviated from their original path and invaded the corpus
callosum and the cortex adjacent to the cortical lesioned area (Fig. 2A, E
schematic; compare Fig. 2B and C, lesion area shown in 2F). To evaluate the
extent of ectopic cell migration, we quantified the number of Dcx+ neuroblasts
leaving the SVZ/RMS and entering the corpus callosum and the cortex. For
this, we used 6 sections from each brain, and quantified the cells at the site
where the cortical lesion was observed (n=4). Two days after lesion, 177£16
cells were found to move out of the SVZ/RMS, most being in the corpus
callosum and a few started entering the deep cortical layer (Fig. 2G).
Supplementary figure S1A-C shows detail of the soma and leading process of
the migrating neuroblasts expressing DCX. By 7 days, as many as 246129
cells (n=5) moved out of the RMS. While many cells were present within the
corpus callosum, several had invaded the deep cortical layers and a few could
be detected near the lesioned area (Fig. 2H). Migrating neuroblasts showed
typical unipolar or bipolar morphology with the presence of leading processes
(Fig. 2I). After 15 days, neuroblasts continued to migrate away from the
SVZ/RMS (283162 cells; n=5) and many cells were very close to the lesion
core (Fig. 2J). This migration of neuroblasts from the SVZ to the lesioned site
appears to be persistent as Dcx+ migrating cells could be found in the deep
and upper cortical layers even 30 days after lesion (159+38) (Fig. 2L). Once
the neuroblasts arrived close to the lesioned area, they started to exhibit more
mature and complex morphology with longer extensions and branches (Fig.
2K, at day15; M, at day 30). Dcx+ neuroblasts were still found in the corpus

callosum and all through the cortical mantle even 60 days after lesion
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indicating that the ectopic migration is not a transient phenomenon (data not

shown).

‘Chain’ migration is the hallmark of neuroblasts present along the RMS (Lois
et al.,, 1996), while in the OB radially migrating cells remain individualized.
Following cortical lesion, just after they exit from the RMS, some of the
neuroblasts in the corpus callosum remained in clusters (Fig. 2D, asterisk)
while most of them migrated individually (arrowheads in Fig. 2D). However,
further into the cortex, neuroblasts always remained individual and did not

form any ‘chain’ or cluster.

3.3 Majority of ectopic neuroblasts migrate along with blood vessels or
glial cells

Next, we aimed to determine the micro-environmental cues that can possibly
guide the ectopic migration of neuroblasts from the SVZ to the cortex.
Recently, the role of blood vessels in neuroblast migration both in the normal,
as well as in ischemic brain was demonstrated (Whitman et al., 2009; Kojima
et al., 2010). In the normal cortex, a complex network of blood vessels were
seen by immunostaining with an endothelial cell marker CD31 (Fig. 3A). By
day 3 after lesion, blood vessels in the lesion area started reorganizing in
parallel and directed to the lesion site (Fig. 3B). At 7 days post lesion,
reorganized vessels were less reticular compared to control (Fig. 3C). By 30
days, many long parallel vessels were seen around the lesion area (Fig. 3D).
This morphological change appeared to be persistent as even after 2 months
of lesion the parallel orientations were maintained (data not shown). Such
blood vessel reorganization prompted us to investigate whether it has any role

in guiding cell motility to the lesion area. Co-immunolabeling of 7 days post
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lesion brain sections using CD31 and Dcx revealed that indeed many ectopic
neuroblasts navigating to the lesion area were either in contact or run closely
in parallel with blood vessels (Fig. 3E). Confocal imaging and 3D
reconstruction showed that the neuroblasts can establish physical contacts
with the blood vessels (Fig. 3F, G). Interestingly, after 15 days, neuroblasts

near the lesion core were no longer associated with blood vessels (Fig. 3H).

Cortical lesion leads to activation of glial reaction in the forebrain (reviewed in
Chen and Swanson, 2003; Carbonell et al., 2005). We observed a massive
up-regulation of reactive astrocytes soon after lesion (supplementary figure
S2 A-D). A large number of ectopic neuroblasts in the cortex remained closely
associated with these GFAP+ reactive astrocytes 7 days and 15 days post-
lesion (Fig. 3l, J). To quantify the number of ectopic Dcx+ cells either in
association with blood vessels or with astrocytes, we performed triple
immunohistochemistry using Dcx/CD31/GFAP 7 days following lesion. A
higher percentage of Dcx+ cells migrate to the cortex in association with blood
vessels (40.13%) as compared to association with glial cells (24.93%) (n=6, 6
sections/brain). Apart from blood vessels and astrocytes association, a
significant number of neuroblasts (34.94%) were found to migrate within the
cortex without any such association suggesting that some other factor(s) may
possibly be responsible for migration of these cells (asterisk in Fig. 3K, L).
This indicates that ectopic migration of neuroblasts in response to lesion is
assisted by multiple micro-environmental cues/factors, among which blood

vessels and glial cells seem to be of high importance.

3.4 Direct visualization of SVZ-derived ectopic migration
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It can be argued that, following cortical lesion, neuroblasts are generated
within the cortex itself, and not in the SVZ/RMS, as some previous reports
indicated that new neurons can be formed in the cortex following layer VI
cortico-thalamic neuron degeneration (Magavi et al., 2000), traumatic brain
injury (Rice et al., 2003) and infrared-laser lesion of the visual cortex (Sirco et
al., 2009). Therefore, to ascertain that the source of these ectopic neurobalsts
is indeed the SVZ/RMS, we injected lentivirus expressing GFP into the
ipsilateral SVZ/RMS of the lesioned mice (n=4). Lentiviral construct was
injected on day 3 following lesion, a time when many cells start to leave the
RMS. Eight days post injection (dpi) we found that most of the GFP-
expressing neuroblasts are in the RMS (Fig. 3M), few in the OB (data not
shown) and some cells started leaving the RMS (inset, Fig. 3M). In the cortex,
GFP+ cells with migratory morphology also expressed Dcx indicating that
these cells were indeed neuroblasts (Fig 3N, inset). Thus, the neuroblasts
migrating towards the lesioned cortex are generated in the SVZ/RMS. In
addition, ectopic neuroblasts migrated in association with either blood vessels

(Fig. 30) or astrocytes (Fig. 3P), which confirmed our previous findings.

3.5 Expression of SDF-1 and CXCR4 is increased around the lesion area
The role of the chemokine SDF-1 and its receptor CXCR4 is well established
in neuronal migration in the developing brain (Stumm and Hollt, 2007) as well
as in pathological conditions (Imitola et al., 2004). We observed an intense
staining of secreted SDF-1 around the lesion area within 1day after lesion, but
not in the control cortex (Fig. 4A, B). This strong staining remained for 1 week
and then decreased gradually (data not shown). No detectable expression

was observed in the contralateral hemisphere. Similarly, expression of
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CXCR4, receptor of SDF-1, was also increased transiently in the ipsilateral
cortex following lesion (compare Fig. 4C and D). An intense expression was

observed within 1 day after lesion, which was even higher after 3 days.

At a cellular level, both SDF-1 and CXCR4 were expressed by reactive
astrocytes present in the lesioned cortex. Punctate staining of secreted SDF-1
was found around the cell surface while CXCR4 was expressed strongly in
the astrocyte cell body (Fig. 4E, F respectively). Interestingly, many cells near
the lesion site with an upregulated reelin expression, also co-expressed
CXCR4 (Fig. 4G). We also observed few mature neurons near the lesion area
co-expressing CXCR4 (Fig. 4H-H”). In the RMS, CXCR4 was expressed by
Dcx-positive neuroblasts (Fig. 41). This was also the case for neuroblasts
leaving the RMS following cortical lesion (Fig. 4J). However, later during
migration, CXCR4 expression was down regulated in the neuroblasts (data

not shown).

3.6 Blockade of CXCR4 alters neuroblast migration patterns to the
lesion site

In order to better determine the role of CXCR4/SDF-1 signaling in neuroblast
migration, we injected subcutaneously AMD3100, a non-peptide antagonist of
CXCR4 that inhibits CXCR4 binding to SDF-1, twice daily for 7 days following
cortical lesion. Triple immunostaining using Dcx/GFAP/CD31 was performed
on sections from both AMD3100 treated and untreated lesioned animals to
assess any change in the mode of neuroblast migration. The percentage of
neuroblasts migrating in close association with either blood vessels or
astrocytes or with no association was compared between lesioned+AMD3100

administered animals and lesion-only animals (control). The difference in the
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percentage of neuroblasts migrating in association with blood vessels in the
AMD3100 treated mice (39.22%) was insignificant compared to lesion-only
(40.13%) (Fig. 4K, P>0.05). In contrast, a significant reduction was observed
with cells migrating along with astrocytes (15.58% in AMD3100 treated and
24.93% in untreated mice, P<0.05). Concomitantly, the percentage of cells
migrating without any association was found to be increased significantly
(45.11% in AMD3100 treated and 34.94% in untreated brains, P<0.05). This
suggests that CXCR4/SDF-1 signaling pathways regulate ectopic migration of

neuroblasts that are in association with the astrocytes.

3.7 Proliferating cells differentiate into mature neurons and glial cells

Effective repair mechanism after cortical damage requires maturation of
neuroblasts to replace injured neurons. To determine the fate of proliferating

cells after motor cortex lesion, we undertook two different approaches:

A) A long-term BrdU assay where 6 injections (2 injections on day 6, day 7
and day 8 after lesion) of BrdU were performed into lesioned mice (n=6) that
were sacrificed 30 days later. Most of the BrdU+ cells were present around
the lesion core, densely populated with GFAP+ astrocytes forming a glial scar
(Fig. 5A). Many of these astrocytes co-expressed BrdU suggesting that these
cells were generated after lesion (Fig. 5B-D). In the ipsilateral cortex a
significant number of BrdU+ cells differentiated into Olig2+ oligodendrocytes
(Fig. 5E-H). To analyze whether new mature neurons were also formed
following lesion, we performed double immunostaining for NeuN (mature
neuron marker) and BrdU and labeled nuclei with ToPro. Few BrdU+ cells

were also NeuN+ (Fig. 5I-L). Approximately 5£1.5 BrDU+/NeuN+ neurons
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from 6 sections spanning the lesion (n=4) were observed, which amounts to
only 2% of the average number of migrating (Dcx+) neuroblasts (~216,
counted from day 2, 7, 15 and 30 lesion brains) indicating that few mature

neurons are formed following lesion.

B) To ascertain that these neurons indeed originated from the SVZ, GFP
expressing lentiviral injection was performed. Migrating neuroblasts were
shown to penetrate into the cortex. In order to study the fate of these ectopic
neuroblasts in the cortex, mice (n=4) were sacrificed three weeks after
lentiviral injection. Occasional GFP+/NeuN+ mature neurons were observed
(Fig. 5SM-0O), which confirmed that migrating immature neuroblasts have the
capacity to form mature neurons in the cortex. In addition, GFP+ long
neuronal processes were present near the lesioned core (Fig. 5P, Q). 21 days
following the injection procedure, NG2+/GFP+ mature oligodendrocytes were
found within the corpus callosum (Fig. SR-T). To avoid any possible
misrepresentation of GFP+/NeuN+ mature neurons due to diffusion of virus
from the site of injection, only cells far away from the site of injection were
considered positive. Thus, new cells generated in the SVZ/RMS in response
to the aspiration lesion can migrate to the lesioned area and differentiate into

glial cells and also sparingly into mature neurons.

4. Discussion

This study describes several major physiological changes that take place in
the forebrain following aspiration lesion within the adult motor cortex. First, a
transient, but significant increase in the progenitor cell proliferation in the SVZ
was observed in both hemispheres with a concomitant increase in the

neuronal progenitor cell population. Second, a large number of neuroblasts
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migrated out of the RMS to the site of cortical lesion. This migration was not
transient and persisted for at least 2 months following lesion. Third, blood
vessels and astrocytes were an integral part of this migratory process where
both assisted neuroblasts to reach the lesion site. Fourth, changes in the
expression of the SDF-1/CXCR4 signaling pathway were concomitant with
astrocyte-associated migration. Finally, we report here that many of the newly
generated cells differentiated into astrocytes and oligodendrocytes, while few
differentiated into mature neurons. Injection of GFP-expressing lentivirus
unambiguously demonstrated that the SVZ is indeed the source of these

neurons migrating ectopically to the cortex.

4.1 Cortical lesion stimulates SVZ cell proliferation

Previous reports on SVZ cell proliferation following cortical lesion are limited
and often contradictory. Several previous studies using different lesion models
(for example, fluid-percussion Injury, controlled cortical impact and focal acute
injury) demonstrated that proliferation in the SVZ is increased following
cortical lesion (Chirumamilla et al., 2002; Chen et al., 2003; Ramaswamy et
al., 2005; Blizzard et al., 2011). On the contrary, using aspiration lesion in
mice, Goings et al., (2002) reported a biphasic decrease in the number of
BrdU+ in the ipsilateral SVZ and that the reduction was found to be significant
between 6 hrs and day 3, and again from day 25 to day 35. This apparent
discrepancy might arise from differences in lesion models. However, using a
similar aspiration lesion model we show that there is indeed a significant
transient increase in cell proliferation in the SVZ following cortical aspiration
lesion that peaks at day 7. Our results, thus, confirms lesion-induced

augmentation in the SVZ proliferation and refutes any possible discrepancy
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due to difference in lesion model. Moreover, proliferation increase was also
observed in the contralateral SVZ as also reported previously (Chen et al,,
2003; Masuda et al., 2007).

Barring few exceptions little is known about the changes in the expression
pattern of factors that may control SVZ proliferation following cortical injury. In
rats, aspiration lesion enhances expression of basic fibroblast growth factor
(bFGF) in layer VIb neurons (Gomez-Pinilla and Cotman, 1992) and of
epidermal growth factor (EGF) in the SVZ, and near the lesion area, but no
change in the expression of the corresponding receptors (EGFr, FGFr) was
observed (Sundholm-Peters et al., 2005). Expression of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF) is also increased after compact cortical impact
injury (Yang et al., 1996). Sonic hedgehog (Shh) level is transiently increased
in the cortex after cortical freeze injury and leads to reactive-gliosis
(Amankulor et al., 2009).

Ambiguity also exists in the current knowledge on lesion-induced
neurogenesis in the SVZ. In a previous report, 25 days after aspiration lesion,
an increased expression of PSA-NCAM in the SVZ raises the possibility of a
delayed neurogenesis (Goings et al.,, 2002). However, in another study, 15
days after aspiration lesion, BrdU+/Dcx+ cells were not reported to increase
significantly in the SVZ (Sundholm-Peters et al., 2005). In our study, 7days
after lesion, when the SVZ proliferation reached its peak, we observed a
significant increase in the number of BrdU+/Dcx+ cells in the SVZ. This clearly
indicates an increase in the post-lesion SVZ neurogenesis, possibly

contributing to the cells migrating to the lesion area.

4.2 Neuroblasts emigrate from the SVZ into the area of cortical injury



149

Despite a majority of neuroblasts migrating towards the OB, a large number
moved out of the RMS and navigated to the lesioned area. Ectopic migration
started 2 days post-lesion, indicating a short delay in initiating this process.
Although most of these ectopic cells were Initially found either in the corpus
callosum or in the deep layer of cortex, with time they were distributed
throughout the cortical mantle and later predominantly localized near the
lesioned area. This migration appeared to be persistent since even after 2
months of lesion, Dcx+ neuroblasts could still be found in the cortex.

We observed that, unlike in the RMS, ectopic neuroblasts were predominantly
single. Only few cell clusters were seen in the corpus callosum, but never in
the cortical mantle. PSA-NCAM is necessary for chain migration and removal
of the PSA moiety reduces the compactness of the chain (Chazal et al,
2000). We observed that the individual ectopic cells in the cortex expressed
low to non-detectable levels of PSA-NCAM, while the ectopic cell clusters
near the SVZ/RMS, expressed high level of PSA-NCAM (supplementary
figure S1D-F). Downregulation (or absence) of PSA-NCAM in the neuroblasts

may influence their individual radial migration towards the injury.

4.3 Interaction between migrating new neurons and host

In animal models of cerebral ischemia, new neurons from the SVZ migrate to
the striatum (Arvidsson et al., 2002; Jin et al., 2003). Regulation of this ectopic
migration appears to involve multiple factors. In ischemia, ectopic neuroblast
migration is guided by blood vessels (Thored et al., 2007; Kojima et al., 2010).
In different cortical lesion models, although ectopic migration has been
reported, what regulates this process has not been studied thoroughly

(Ramaswamy et al., 2005; Sundholm-Peters et al., 2005; Faiz et al., 2008).
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We show here that blood vessels reorganize directing to the site of injury after
lesion and a significant proportion of the migrating neuroblasts use them as
‘railroads’ and remain closely associated with these reorganized vessels.
Interaction between laminin, a major extracellular matrix component, and its
receptor a6B1 integrin (expressed by SVZ neural precursors) may controls
such migration, as blocking of a6B1 integrin was shown to inhibit association
of neural progenitors with blood vessels (Shen et al., 2008). In addition, blood
vessel-derived BDNF can regulate migration through interaction with its
receptor p/5NTR, expressed by neuroblasts (Snapyan et al., 2009).

In the developing brain, SDF-1/CXCR4 signaling regulates migration of
cerebellar granule cells (Zhu et al., 2009) and dentate granule cells of the
hippocampus (Bagri et al., 2002). CXCR4 is expressed both in neurons
(Bajetto et al., 1999) and in astrocytes (Ohtani et al., 1998). Moreover,
CXCR4 is expressed by all three major cell types (type A, B and C) of the
SVZ (Kokovay et al., 2010). Here, we have shown that 25% of ectopic
neuroblasts migrate along reactive astrocytes. High expression of both
CXCR4 and SDF-1 by astrocytes and CXCR4 by neuroblasts suggests a role
of this signaling mechanism in astrocyte-assisted migration. Expression of
both SDF-1 and CXCR4 by astrocytes indicates that an autocrine mechanism
may regulate reactive astrocyte migration towards the lesioned area while a
paracrine process, wherein secreted SDF-1 in the cortex is perceived by
CXCR4-expressing neuroblasts, possibly regulates their attachment on the
astrocyte and subsequent migration. In traumatic brain injury, a temporal
relation between neural progenitors and SDF-1/CXCR4 expression was

studied, where SDF-1 leakage was observed near the damaged area
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following injury (ltoh et al., 2009). In addition, CXCR4 expression was
increased only in Sox2-positive cells, but not in GFAP-positive astrocytes.
However, the significance of such change of expression on neuroblast
migration was not previously explored. In our study, AMD3100-mediated
blocking of SDF-1/CXCR4 signaling along with a significant reduction in the
proportion of astrocyte-assisted migration substantiates the hypothesis of a
possible paracrine interaction. Shh expression is also induced in astrocytes
after lesion (Amankulor et al., 2009) and therefore, there is potentially a
synergistic role of Shh and SDF-1 signaling mechanisms in chemoattraction
of neuroblasts. A significant number of neuroblasts migrating without any
association indicate involvement of other as yet unidentified mechanisms

regulating this process.

Post lesion, upregulation of secreted factors in the cortex and their receptors
in the SVZ progenitors may regulate ectopic migration. Reelin upregulation
around the lesion core within 1 day after lesion suggests its involvement in the
initiation of such migration. In demyelination lesion, Reelin acts as a
chemokinetic factor and regulate detachment of neuroblasts from the RMS
and their dispersal into the corpus callosum (Courtes et al., 2011). This helps

other chemokines to mobilize cells to the affected region.

4.4 Migrating cells from the SVZ into the area of cortical injury
differentiate into astrocytes, oligodendrocytes and mature neurons

Using a long term BrdU assay we show that most of the BrdU+ cells present
around the lesion co-express GFAP, many co-express Olig2 and a few BrdU+
cells express NeuN. After injection of lentivirus encoding GFP into the SVZ of

lesioned animals, few NeuN+/GFP+ cells with long processes were seen near
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the injury area. This strongly suggests that neuroblasts generated in the SVZ
and migrating into the area of cortical injury have the ability to differentiate into
mature neurons, although in relatively low number. These results are in
agreement with previous studies in a controlled cortical impact (CCl) injury
model showing that most of the progenitors within cortical lesion area
differentiate into mature astrocytes (Kernie et al., 2001), while mature neurons
were found only occasionally (Salman et al., 2004). Taken together, these
results indicate that the microenvironment of the mature cortex may favor glial
differentiation. This conclusion is further strengthened by a previous
observation where purified SVZ neuronal precursors, when transplanted into
the motor cortex, predominantly differentiated into oligodendrocytes and
astrocytes (Seidenfaden et al., 2006). This fate switch may occur possibly at
the end of migration when cells reach their destination and start
downregulating the neuroblast marker Dcx. It is to be noted, however, in
demyelination lesion, gilal protein expression by SVZ neuroblasts indicates
that the immature cells already harbor this switch signal (Jablonska et al.,
2010). Following lesion, changes in the local environment may also induce the
glial fate. We observed a transient upregulation of Olig2 in the cortex as also
reported by Buffo et al. (2005). Transient upregulation of Shh in the cortex
(Amankulor et al., 2009) may trigger oligodendrocyte differentiation and
suppress mature neuron formation following lesion.

The origin of newly generated mature neurons in the cortex following injury is
controversial. Few studies indicated that new neurons are generated in the
cortex in response to degeneration of layer VI cortico-thalamic projection

neurons (Magavi et al., 2000) and following infrared-laser lesion of the rat
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visual cortex (Sirco et al., 2009). Our GFP-encoding lentivirus injection into
the SVZ provides direct evidence that the SVZ is indeed the source of the
ectopic neurons that we found in the area of cortical injury. Thus, we
convincingly demonstrated that the SVZ-derived neuroblasts can differentiate

into mature neurons and can also extend long processes near the lesion core.

Unlike rodents, SVZ proliferation in human is reduced drastically with age
(Sanai et al., 2011) and only few neuroblasts originate from the anterior
ventral SVZ (Wang et al., 2011). In addition, neuronal turnover in the OB is
minimal or none at all (Bergmann et al., 2012). However, there are evidences
of ischemia induced increased neurogenesis in the SVZ (Makas et al., 2006,
Marti-Fabregas et al.,, 2010) in human. Similarly, TBI also increases
neurogenesis in human cortex (Zheng et al., 2011). Therefore, analysis of
lesion-induced changes in experimental mouse model finds relevance with a
possibility of extrapolating these observations in human conditions to design

repair strategies following trauma or in neurodegenerative diseases.

In conclusion, this study describes extensively the post-lesion changes in the
cortex and in the SVZ. Besides providing strong evidence of SVZ proliferation
and neurogenesis, this study sheds light on mechanistic aspects on the
ectopic migration of SVZ neuroblasts. Multiple modes of migration through the
injured cortex point to the involvement of several other yet unknown
mechanisms in addition to SDF-1/CXCR4 signaling that regulates astrocyte-
assisted migration. GFP transduction in the SVZ provided evidence of SVZ-
derived mature neurons in the injured cortex. These findings are of

importance as they are the first detailed description of cell proliferation,
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migration and differentiation following injury, which constitute a mandatory

step in the field of endogenous brain repair processes.
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Figure legends

Figure 1. Cortical lesion stimulates SVZ cell proliferation and neurogenesis.
Photomicrographs of BrdU+ cells in the SVZ of control mice (A), and mice 7
(B), 30 (C) or 60 days (D) after cortical lesion. (E) Quantification of BrdU+ cell

number in the SVZ at different times after lesion. (F,G) Double-
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immunofluorescence confocal micrographs of BrdU (red) and Dcx (green) in
the SVZ of control mice (F) and 7 days after cortical lesion (G). (H)
Quantification of Dcx+/BrdU+ cell number in the SVZ of control mice and 7
days after cortical lesion. LV: lateral ventricle, St: striatum. Scale bars: (A-D,

F, G) 200 pm, (A-D inset) 90 ym, (F,G inset) 20 um.

Figure 2. Ectopic migration of Dcx+ neuroblasts from the SVZ to the cortical
lesion site. Schematics of sagittal (A) and coronal (E) view of the mouse brain
showing migration of neuroblasts from the SVZ to the lesion area. Parasagittal
view of photomicrographs of Dcx+ cells in the RMS of control animals (B), and
after lesion (C). Dcx+ cells were seen either in cluster (D, asterisk) or
individually (D, arrowhead). Low magnification photomicrograph shows the
extent of lesion (F). At various time points after lesion cells migrated through
different regions of the cortical mantle (boxed in E). Dcx+ immunostaining of
ectopic neuroblasts after 2 days (G), 7 days (H), 15 days (J) and 30 days (L).
High magnification confocal micrographs of Dcx+ neuroblasts showing
different cellular morphology at different stages of migration (/, K, M, boxed
area in H, J and L respectively). CC= corpus callosum, Cx= cortex, L= lesion,

V= ventricle. Scale Bars: (B, C, F, G, H, J, L) 200 um, (D, I, K, M) 30 pm.

Figure 3. Changes in cortical microenvironment assist neuroblast migration
after lesion. CD31 immunostaining of control intact cortex (A) and lesioned
cortex at different times after injury (B-D). Double immunofluorescence
confocal micrograph of Dcx (green) and CD31 (red) at day 7 (E-G) and day 15
(H). Similarly, double-immunostaining of astrocytes (blue) and neuroblasts
(green) after 7 days of lesion (/, J). (K, L asterisk) Migration of neuroblasts

(green) without any association. GFP immunostaining of brain sections after 8
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days of lentivirus injection (dpi) into the SVZ/RMS (M). In the cortex, GFP+
cells (green) co-express Dcx (red) (boxed in N). GFP+ neuroblasts also
showed association with either blood vessels (O) or astrocytes (P). Scale
bars: (A-D) 250 ym, (E, H) 50 pm, (F, G) 16 pm, (/, J, O, P) 20 ym, (K, L) 30

pum, (N) 80 um, (Ninset) 40 pm, (M) 100 ym, (M inset) 50 pm.

Figure 4. Expression pattern of SDF-1 and its receptor CXCR4 in the cortex
after lesion. SDF-1 expression pattern in the cortex of the control mice (A) and
3 days after lesion (B). Photomicrograph of CXCR4 expression in the non-
lesioned cortex (C) and near the lesion core (D). Confocal micrographs of
double-immunostained sections with GFAP (red) and SDF-1 (Green) (E) and
GFAP (red) and CXCR4 (green) (F). Near the lesion, Reelin was co-
expressed with CXCR4 (G) and some NeuN+ cells co-expressed CXCR4 (H-
H”). Double-immunostaining of Dcx (red) and CXCR4 (green) in the
neuroblasts in the RMS (H) and after exiting the RMS (/). Quantification of
changes in the cell association following administration of CXCR4-blocker

AMD3100 (J). Scale Bars: (A-D) 250 um, (E-G, ) 50 pym, (H) 20 ym.

Figure 5. Neuroblasts in the cortex differentiate into glia and neurons. One
month after cortical lesion, overlapping expression of BrdU (red) and GFAP
(green) near the lesion core (A). GFAP+ astrocytes (green) co-expressed
BrdU (red) (B-D) in this area. Olig2-expressing cells (green) also co-labeled
BrdU (red) adjacent to the lesioned cortical areas (E-H). In the cortex, some
BrdU+ cells (red) expressed mature neuronal marker NeuN (green) (/-L).
GFP+ cells also co-labeled with NeuN (red) after 21 days of lentiviral injection
(M-O). GFP+ neuronal processes near the lesion core (P, Q). NG2+/GFP+

mature oligodendrocytes (R-T) after 21 days of GFP injection. Scale bars: (A,
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C) 150 pm, (B-D, M-O) 15 um, (F-H) 20 pym, (I-L) 8 pm, (P, Q) 50 pm, (R-T)

20 pm.

Supplementary figurel. Doublecortin expressing ectopic neuroblasts in the
cortex also express ToPro indicating these cells contain soma (compare A-C).
Ectopic neuroblasts when remain in cluster near the RMS, express both Dcx
and PSA-NCAM (D-F). However, single isolated neuroblasts downregulate

PSA-NCAM. Scale bars: (A-C) 20 uym, (D-F) 25 pm.

Supplementary figure2. Expression of GFAP+ reactive astrocytes was
upregulated in the cortex after lesion and maintained for at least 30 days (A-
D). Reelin expression was increased transiently (F, G) compared to control

(E), but diminished by 3 weeks (H). Scale bars: (A-D) 200 um, (E-H) 100 ym.
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Le systéme nerveux central mature a longtemps été considéré comme un
systtme immuable et imperméable a la repousse axonale. Les perspectives
thérapeutiques de remplacement cellulaire aprés une lésion d’origine traumatique
ou neurodégénérative semblaient alors limitées. De nombreuses avancées majeures
ces derniéres décennies ont permis de remettre en question ce dogme. Parmi elles,
la découverte de la persistance d’événements neurogéniques dans le cerveau
mammifére adulte (pour revue, Ming et Song, 2005) et la possibilité de rétablir des
circuits lésés par transplantation chez I'adulte (Gaillard et al., 2007 ; Gaillard et al.,
2009 ; Magavi et Lois., 2008 ; Thompson et al., 2009) laissent entrevoir de nouvelles
perspectives dans le cadre de thérapies cellulaires visant a remplacer les neurones
perdus.

L’objectif de nos travaux, effectués chez la souris, a donc été d’étudier le
potentiel des stratégies de remplacement cellulaire dans les mécanismes de
réparation du systéme nerveux central selon deux approches paralleles : I'apport
exogene de cellules par transplantation et le recrutement des cellules souches
endogenes de |'une des deux principales zones neurogéniques du cerveau, la SVZ.

Nous allons dans cette partie discuter dans un contexte général du potentiel
réparateur qu’offrent ces deux stratégies et de leur éventuelle transposition a

'humain.

Potentiel thérapeutique des stratégies de remplacement cellulaire par
transplantation neuronale

Comme nous l'avons vu en introduction de ce travail, la transplantation de
cellules nerveuses pour compenser la mort cellulaire en conditions pathologiques a
fait I'objet d’intenses recherches expérimentales, aboutissant méme a certains
succes avec leur application a ’lhumain dans le cadre d’essais cliniques. Différentes
sources de cellules a transplanter ont été rapportées, et si l'avenir de la
transplantation neuronale semble dorénavant porté par la possibilité de produire
des neurones «a la carte» a partir de cellules souches par exemple, la
transplantation de neurones embryonnaires permet encore de répondre a un certain
nombre de questions fondamentales concernant aussi bien des mécanismes liés au

développement qu’a la réparation cérébrale.
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Nos deux premiers travaux ont été réalisés dans un modeéle de
transplantation de neurones embryonnaires aprés Iésion par aspiration du cortex
moteur chez I'adulte. Nous avons pour la premiére fois décrit de maniére détaillée la
composition cellulaire et le développement dans le temps de transplants de cellules
embryonnaires apres lésion corticale. En effet, nous avons montré que les cellules
corticales d’origine motrice, prélevées au 14° jour de vie embryonnaire puis
transplantées dans le cortex moteur, exhibaient dans un premier temps des
caractéristiqgues de neurones immatures, puis se différenciaient en neurones
matures. Si I'organisation laminaire caractéristique du cortex moteur n’est pas
proprement conservée, les cellules du transplant semblent tout de méme présenter
un certain niveau d’organisation. En effet, différentes populations neuronales,
exprimant des facteurs de transcription spécifiques des différentes couches
corticales, se regroupent en amas ou bandes. De plus, les neurones matures du
transplant adoptent un phénotype cortical approprié puisqu’une majorité d’entre
eux sont de type glutamatergique, et une minorité de type GABAergique. L'origine
du transplant et sa composition cellulaire sont des variables dont dépend I'efficacité
des transplants. Il a été démontré dans des modeéles de transplantation
hétérotopigues (par exemple, la transplantation de fragments embryonnaires du
cortex visuel dans le cortex moteur ou la transplantation de neurones
embryonnaires dopaminergiques du bulbe olfactif dans la substance noire) et
homotopiques, la nécessité de transplanter des neurones dont la région d’origine
correspond au site de transplantation (Barth and Stanfield, 1994 ; Frappé et al.,
1999 ; Gaillard et al., 1994 ; Gaillard et al., 1998 ; Gaillard et al., 2009). De plus, la
transplantation de neurones embryonnaires dopaminergigues du mésencéphale
ventral dans le cadre du traitement de la maladie de Parkinson a montré que le sous-
type neuronal utilisé doit étre approprié. En effet, le mésencéphale ventral
embryonnaire utilisé pour la transplantation contient deux populations de neurones
dopaminergiques : les neurones A9 de la substance noire pars compacta, et les
neurones A10 de I'aire tegmentale ventrale. Aprés transplantation, les neurones A10
projettent vers le cortex frontal, et seuls les neurones A9 nigraux sont capables
d’innerver le striatum (pour revue, Lindvall et Bjérklund, 2004 ; Thompson et al.,

2005). Pendant la corticogenése, les différentes couches corticales s’établissent
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selon une séquence temporelle précise : les neurones des couches profondes sont
générés avant les neurones des couches superficielles. Il aurait été intéressant
d’étudier si, aprés transplantation, les neurones embryonnaires corticaux se
développent en respectant cette séquence. L'injection de 2-bromo-déoxyuridine a
différents temps, couplée a des immunomarquages de marqueurs spécifiques des
différentes couches corticales aurait permis de répondre a cette question.

Par ailleurs, I'analyse des projections développées par les neurones
transplantés montre qu’ils permettent un rétablissement des voies |ésées. Il aurait
été intéressant, par injection stéréotaxique de traceurs rétrogrades couplée a des
immunomarquages, d’analyser si le phénotype et I'identité laminaire des cellules

transplantées projetant vers les différentes cibles étaient conservés.

Sur ce méme modele de lésion et transplantation, nous avons démontré
qu’introduire un délai d’une semaine entre la Iésion corticale et la transplantation de
neurones embryonnaires avait un effet bénéfique sur le développement des
neurones transplantés en termes de vascularisation, prolifération cellulaire, et du
nombre de projections développées par les cellules transplantées. Il a été démontré
dans un modele de lésion par aspiration du cortex enthorinal, que des facteurs
neurotrophigues étaient sécrétés par les astrocytes autour du site de lésion et dans
la cavité lésionnelle avec un pic a une semaine (Nieto-Sampedro et al., 1983). Aussi,
dans un modéle de lésion de la moelle épiniere, il a été démontré que la
néoangiogenese post-traumatique est un phénoméne dynamigue avec un pic a une
semaine (Dray et al., 2009). Ainsi, la réorganisation post-lésionnelle du réseau
vasculaire et la libération de facteurs trophiques dans la cavité lésionnelle
notamment par les astrocytes réactifs activés par la lésion créeraient un
environnement plus favorable a I'implantation des neurones embryonnaires.
L’identification des facteurs sécrétés aprées la |ésion par aspiration du cortex moteur
serait intéressante pour ensuite vérifier si la modulation de I'environnement du
transplant, par la surexpression ou l'administration de ces facteurs trophiques
parallelement a la transplantation, pourrait accroitre I'efficacité des greffes. Par
exemple, aprés lésion ischémique, les cellules souches neurales humaines

transplantées dans le striatum survivent mieux lorsqu’elles surexpriment des
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facteurs trophigues tels que le GDNF, le VEGF ou le BDNF et permettent une
meilleure récupération des fonctions motrices (Lee et al., 2007 ; Lee et al., 2009 ; Lee
et al., 2010). De méme, dans un modéle animal de la maladie de Parkinson, la co-
transplantation de neurones dopaminergiques embryonnaires et de cellules
permettant 'administration de facteurs trophiques tels que le GDNF permet
d’améliorer la survie des cellules transplantées, leur croissance axonale, et dans
certains cas la récupération des fonctions motrices (Rodriguez-Pallares J, 2012 ;
Wilby et al., 1999).

Dans l'optique d’une application thérapeutique de la transplantation
neuronale, il parait difficile dans le cas d’un certain nombre de Iésions traumatiques
du systéme nerveux central de réaliser la greffe de neurones immédiatement apres
la lésion; aussi, la question de la fenétre de temps pendant laquelle la
transplantation neuronale est bénéfique est essentielle. Des résultats préliminaires
réalisés au laboratoire a des délais post-lésionnels de 7 jours, plus courts (5 jours) ou
plus longs (1 mois) nous ont permis de montrer que le délai de 7 jours était celui qui
permettait d’accroitre le plus la prolifération des cellules transplantées et le nombre
de projections qu’elles développent vers les cibles du cortex moteur. Il est probable
gue des délais trop courts ne laisseraient pas le temps aux modifications post-
lésionnelles décrites précédemment de s’établir ; et des délais trop longs pourraient
ne pas étre bénéfiques non plus, notamment du fait de I’apparition d’une cicatrice
gliale et fibrotique qui représenterait une barriére physique et moléculaire a la
repousse axonale (Silver et Miller., 2004).

Nous avons par la suite voulu vérifier si 'augmentation massive du nombre
de projections développées par les cellules transplantées observée apres
transplantation avec délai, permettait aussi une meilleure récupération
fonctionnelle. En effet, la transplantation expérimentale de neurones
dopaminergiqgues embryonnaires chez les patients atteints de la maladie de
Parkinson a montré que de faibles niveaux de croissance axonale des neurones
transplantés étaient associés a de faibles niveaux de récupération fonctionnelle
(Bjorklund et Lindvall, 2004). Par ailleurs, il a été démontré, dans un modéle murin

de la maladie de Parkinson, que la reconstruction de la voie nigrostriée par les
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neurones dopaminergiques embryonnaires transplantés permet une amélioration
fonctionnelle (Gaillard et al., 2009 ; Thompson et al., 2009).

Il est difficile d’évaluer spécifiguement I'effet de la reconstruction
anatomique des voies lésées, que nous avons démontrée, sur la récupération
fonctionnelle puisqu’il a été démontré que la transplantation neuronale apres lésion
pouvait étre bénéfigue indépendamment de la reconstruction des voies |ésées par
les cellules transplantées. Ainsi, un « effet chaperon » des neurones transplantés sur
les neurones de I’'h6te a été décrit suite a la transplantation de cellules souches
neurales dans un modeéle de lésion des neurones dopaminergiques de la substance
noire : les neurones transplantés permettent I'apport de facteurs trophiques ou
neuroprotecteurs qui protegent et stimulent les neurones de I’h6te (Ourednik et al.,
2002). De méme, I"'amélioration fonctionnelle décrite dés les premiers jours post-
transplantation dans des tests de mémoire et d’apprentissage aprés transplantation
de neurones embryonnaires dans des modeles de lésion du cortex frontal médian
serait due a la protection du tissu environnant stabilisant la lésion et a un effet
trophique des greffes sur les neurones de I’hote, plutét qu’au remplacement des
voies lésées (Dunnett et al., 1987 ; Labbé et al., 1983). A plus long terme, les
résultats démontrant le rétablissement anatomique des circuits lésés par les
neurones transplantés (Gaillard et al., 2007) valident I’existence d’un substrat
anatomique a la récupération fonctionnelle (Plumet et al., 1993 ; Riolobos et al.,
2001). Cependant, dans notre modeéle, la corrélation entre les niveaux de repousse
axonale et de récupération fonctionnelle n’a pas encore été démontrée. Méme si
I'introduction d’un délai entre la lésion et la transplantation peut aussi favoriser
d’autres mécanismes permettant la récupération fonctionnelle, I'accroissement
massif du nombre de projections développées par le transplant nous offre un bon
modeéle pour étudier cette corrélation.

Afin d’étudier la récupération fonctionnelle aprés transplantation, nous
avons réalisé une étude comportementale par un test de préhension de nourriture
sur 4 groupes d’animaux : controle (n’ayant subi aucune opération), Iésé (ayant subi
une lésion unilatérale par aspiration du cortex moteur), transplanté sans délai (ayant
regu un fragment de tissu embryonnaire immédiatement aprés la lésion), et

transplanté avec délai (ayant recu un fragment de tissu embryonnaire une semaine



176

apres la lésion). Nos résultats montrent que les animaux greffés tendent a mieux
récupérer gue les animaux lésés, et cette tendance est plus marguée chez les
animaux transplantés une semaine apres la lésion, mais cette amélioration n’est pas
significative. Différents paramétres peuvent expliquer ces résultats. D’une part, les
résultats du groupe [ésé montrent un certain niveau de récupération spontanée,
semblant indiquer des phénomeénes de plasticité et de compensation. Ces résultats
sont en adéquation avec ceux précédemment décris ou l'utilisation du méme test de
préhension avait permis de mettre en évidence des déficits moteurs de la patte
controlatérale a la Iésion induits par ce type de lésion mais ol les auteurs avaient
souligné que ces déficits étaient modestes (Baird et al., 2001). D’autre part, nous
avons laissé les animaux libres d’utiliser leurs deux pattes antérieures. Or, il a été
montré, par des tests de préhension dans ce méme modéle de lésion et
transplantation, que la récupération fonctionnelle induite par la greffe n’apparait
que si I’'animal est forcé a utiliser la patte affectée par la lésion corticale (Plumet et
al., 1993 ; Riolobos et al., 2001) et dans un modele de lésion et transplantation
striatale que cette récupération était usage-dépendante puisqu’elle nécessitait un
entrainement intensif avec la patte affectée par la Iésion (Dobrdssy et Dunnett,
2006). Aussi, avant de conclure quand a I'effet de I'augmentation du nombre de
projections développées par les cellules transplantées, consécutive a I'introduction
d’'un délai entre la lésion et la transplantation, sur la récupération fonctionnelle
induite par les transplants, nous envisageons de répéter cette expérience en
augmentant le nombre d’animaux, et en réadaptant nos conditions expérimentales.
Il serait intéressant d’étudier dans notre modele d’étude la fonctionnalité des
neurones transplantés par électrophysiologie in vivo. Par exemple, I'enregistrement
de I'activité unitaire spontanée des neurones transplantés, et la modulation
électrique ou pharmacologique de leur activité permettrait d’étudier leur intégration
fonctionnelle aux réseaux de I'h6te in vivo. Par ailleurs, des expériences de
microstimulation électrique des neurones transplantés permettraient d’étudier
I'organisation topographique fonctionnelle du transplant et de vérifier si elle

correspond a celle décrite dans le cortex sain (Neafsey et al., 1986).
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Il semble improbable que la transplantation de neurones embryonnaires
puisse un jour étre utilisée en routine comme thérapie de remplacement cellulaire
chez I’humain. En effet, elle serait confrontée d’une part a des probléemes éthiques
et de disponibilité du matériel biologique puisque les cellules utilisées
proviendraient d’embryons avortifs ; d’autre part, les essais cliniques réalisés dans le
cadre du traitement expérimental de la maladie de Parkinson montrent que le
manque d’uniformité des protocoles de préparation des cellules pour la
transplantation induit une grande variabilité des bénéfices thérapeutiques obtenus
(pour revue, Lindvall et Blorklund, 2004 ; Gaillard et Jaber, 2011). Aussi, un intérét
grandissant est désormais porté a la génération de populations neuronales
spécifiques a partir de cellules souches comme source illimitée de cellules a
transplanter.

Notre troisieme étude s’inscrit dans cette lignée et a permis de démontrer
qu’il est possible d’obtenir, a partir de cellules souches embryonnaires humaines ou
de cellules souches pluripotentes induites, une population de neurones corticaux
exhibant des propriétés adéquates a la fois in vitro et apres transplantation in vivo.
Les neurones corticaux ont été générés selon un procédé étonnement simple sans
ajout de morphogenes. Dans ces conditions, il apparait cependant in vitro que la
proportion de neurones des couches superficielles est sous représentée. Il a été
proposé que l'ajout d’un inhibiteur des histones déacétylases, I'acide valproique
(Juliandi et al., 2012), ou d’acide rétinoique, impliqué in vivo dans I'acquisition de
I'identité dorso-ventrale corticale (Shi et al., 2012), permettrait d’augmenter la
proportion de neurones des couches superficielles. Par ailleurs, aprés
transplantation, I'analyse a court terme des projections des neurones générés in
vitro montre qu’ils semblent avoir majoritairement acquis une identité régionale de
type « cortex visuel ». A plus long terme, leur identité régionale se diversifie, et des
projections sont émises vers des cibles du cortex moteur et somatosensoriel. Il est
probable que le niveau de maturation des cellules au moment de leur
transplantation influe sur leur capacité a répondre a des signaux environnementaux
présents dans le systéme nerveux immature et pouvant orienter leur identité
régionale. En effet, conformément a ce qui avait été précédemment observé dans le

cas de transplantation hétérotopiques de tissu embryonnaire cortical (Pinaudeau et
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al., 2000), il a été démontré que la transplantation dans différents sites de cellules
générées in vitro a partir de cellules souches et semblables a des progéniteurs
corticaux au stade E12-E13 favorisait I’établissement de projections adaptées au site
de transplantation (Ideguchi et al.,, 2010). Il serait intéressant de vérifier si ces
phénomeénes de re-spécification laminaire et régionale persisteraient dans un
environnement mature par transplantation chez I'adulte. De plus, I'étude des
projections développées par les cellules aprés des périodes de différenciation in vitro
plus longues permettrait de vérifier si comme cela a été observé avec la
transplantation de cellules embryonnaires prélevées a des stades plus tardifs de la
corticogenése, ils sont engagés irréversiblement dans une voie de différenciation.
Enfin, mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui permettent la
spécification régionale corticale permettrait de la moduler in vitro avant la
transplantation. Par exemple, la modulation du signal Fgf8 permettrait d’influencer
I'identité rostro-caudale des neurones générés in vitro (Eiraku et al., 2008).

Ainsi, la possibilité de différencier des cellules souches en neurones adaptés a
différents modeéles a été décrite a partir de cellules souches humaines ou murines, et
les principales questions auxquelles devront répondre les prochaines études
réalisées dans le domaine concernent (1) la validation de la spécificité des neurones
générés a la fois in vitro, et in vivo aprés transplantation (2) I'évaluation de
I'intégration fonctionnelle des cellules transplantées aux circuits de I’hote adulte et
leur implication sur la récupération des fonctions |ésées (4) I'évaluation des risques
liés a l'utilisation des neurones dérivés de cellules souches notamment du fait de
leur potentiel tumorigéne (5) la survie de cellules transplantées et le contréle du
rejet immunitaire du greffon.

La propension des cellules souches a générer des tumeurs semble étre
controlée lorsque les cellules sont implantées dans un environnement immature,
chez le nouveau-né, et dépend également du stade de maturation des cellules
transplantées (ldeguchi et al., 2010). Par ailleurs, la transdifférenciation, ou
induction directe, de cellules somatiques en cellules neurales, sans passer par un
état « souche » limiterait ce risque et offre donc de nouvelles perspectives (Nicholas

and Kriegstein, 2010). La transdifférenciation a d’abord été décrite entre cellules de

lignées proches, par exemple la reprogrammation de cellules pancréatiques
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exocrines en cellules endocrines produisant de l'insuline, ces deux populations
dérivant de I'endoderme (Zhou et al., 2008). Plus récemment, la reprogrammation
directe in vitro de fibroblastes murins ou humains en neurones fonctionnels a été
décrite (Pang et al.,, 2011 ; Vierbuchen et al.,, 2010). La reprogrammation directe
d’astrocytes, lignée proche des cellules de la glie radiaire qui pendant le
développement sont neurogénigues, en neurones fonctionnels matures de
différents sous types a également été décrite, et représente un potentiel intéressant
(Heinrich et al 2011 ; Heinrich et al., 2012). En effet, nous ne savons pas si la
conversion des lignées, notamment éloignées, est compléete, ou s’il reste une
mémoire épigénétique du phénotype cellulaire d’origine (Vierbuchen et Wernig,
2011). Enfin, la reprogrammation directe in vivo, permettrait d’éviter la longue
phase de culture in vitro (Vierbuchen et Wernig, 2011).

De plus, les neurones générés par transdifférenciation ou a partir de cellules
souches pluripotentes induites, outre le fait qu’elles ne posent pas de problemes
éthiques, présentent I'avantage d’avoir le méme fond génétique que le patient,

écartant ainsi les risques de rejet immunitaire (Nicholas and Kriegstein, 2010).

La mobilisation des cellules souches endogenes de la SVZ est-elle envisageable
comme stratégie de remplacement cellulaire chez ’humain ?

Les résultats de notre 4° étude montrent que la lésion par aspiration du
cortex moteur induit une augmentation transitoire de la prolifération cellulaire au
niveau de la SVZ. Alors qu’en conditions physiologiques, les neuroblastes de la SVZ
migrent en chaine vers le bulbe olfactif via le flux rostral migratoire (RMS) (Lois et al.,
1996), apres lésion corticale, une partie des neuroblastes de la SVZ quitte le RMS et
migre en direction du site de lésion ou une partie d’entre eux se différencie en
neurones matures. Cette migration est assistée par les vaisseaux sanguins et les
astrocytes, et le couple SDF-1/CXCR4 participe a sa régulation.

Ainsi, les modifications prenant place aprés lésion corticale chez la souris
laissent entrevoir I'espoir d’utiliser la mobilisation des cellules souches endogénes
de la SVZ a des fins thérapeutigues. Cependant, un certain nombre de remarques

peuvent étre faites.
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Tout d’abord, nous pouvons revenir sur un certain nombre de limites dues
aux techniques disponibles pour tracer les cellules de la SVZ et évaluer leur
prolifération. Afin d’étudier la prolifération cellulaire, nous avons utilisé la BrdU, un
analogue de la thymidine, qui s’intercale dans I’ADN des cellules en division pendant
la phase S du cycle cellulaire. Or, la synthése d’ADN peut étre initiée
indépendamment de tout phénoméne mitotique, par exemple dans des processus
de réparation ou de mort cellulaire. De plus, la BrdU présente une certaine toxicité,
et ne permet de marquer que les cellules en phase S parmi les cellules en
prolifération au moment de I'injection (Taupin, 2007 ; Duque et Rakic, 2011). Ainsi, si
I'utilisation de la BrdU a permis des avancées majeures dans l'étude de la
neurogenese, les résultats obtenus doivent étre précautionneusement interprétés
concomitamment a l'utilisation d’un protocole d’injection adapté au phénomeéne
étudié. Par ailleurs, il peut étre émis I’hypothése que les neuroblastes BrdU positifs
gue nous avons observés dans le cortex péri-lésionnel peuvent étre générés
localement au niveau cortical suite a la Iésion mais ne proviennent pas de la SVZ. En
effet, il semble que des cellules souches quiescentes présentes dans des régions
non-neurogéniques en conditions physiologiques puissent étre activées en
conditions pathologiques (pour revue, Lledo et al., 2006 ; Magavi et al., 2000). Aussi,
I'injection stéréotaxique de rétrovirus ou lentivirus surexprimant la GFP dans la SVZ
présente une solution alternative que nous avons exploitée pour s’assurer de
I'origine des cellules. L'utilisation de virus infectant spécifiquement les cellules en
prolifération aurait offert une meilleure spécificité. Cependant, cette technigue est
invasive, et ne permet de marquer que les cellules placées a proximité du site
d’injection (Ming et Song, 2005). Finalement, le développement de souris
transgéniques exprimant la GFP sous le contréle d’'un promoteur cellule-spécifique,
tel que la nestine ou DCX, représente une solution prometteuse. Cependant, de
nombreux marqueurs spécifiques des cellules souches ou des neuroblastes
immatures sont exprimés transitoirement, et la plupart des souris ainsi générées ne
permettent pas d’étude a long terme. Décrit récemment, le modele DCX-CreERT2,
dans lequel I'expression durable de la GFP dans les cellules exprimant la DCX est
induite par injection de tamoxiféne, permettrait d’étudier la neurogenése et la

différenciation des neurones générés a long terme (Zhang et al., 2010).
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Une autre problématigue majeure concerne la survie, la différenciation, et la
fonctionnalité des neuroblastes recrutés apres la |ésion. Nous avons observé qu’une
partie seulement des neuroblastes générés dans la SVZ suite a la Iésion et migrant
vers le cortex lésé se différencient en neurones matures. De la méme maniére, il a
été rapporté de faibles niveaux de survie ou de différenciation neuronale des cellules
issues de la SVZ dans des modeles de |ésions ischémigues modérées et restreintes au
cortex (Gotts et Chesselet, 2005a) ou par MCAO (Arvidsson et al., 2002), de lésion
striatale excitotoxique (Deierborg et al., 2009) et de Iésions corticales traumatiques
(Salman et al., 2004 ; Thau-Zuchman et al., 2012) ou par aspiration (Goings et al.,
2004) ; aussi, la proportion de neurones lésés remplacés serait faible. Cependant, il a
été démontré gue les cellules souches de la SVZ limiteraient les déficits fonctionnels
induits par la Iésion. Ainsi, dans un modeéle de lésion ischémique, la suppression
conditionnelle des cellules DCX positives chez des souris transgéniques aggrave les
déficits moteurs et sensorimoteurs associés a la lésion (Jin et al., 2010). A I'inverse,
aprés lésion ischémique corticale, l'infusion de FGF2, facteur pro-mitotique,
augmente le nombre de neuroblastes recrutés vers le site de lésion et réduit les
déficits moteurs associés (Leker et al., 2007 ). De la méme maniéere, 'administration
de SDF1 et d’angiopoiétine favorise le recrutement des neuroblastes aprées lésion
ischémique du cortex somatosensoriel, et permet la récupération des fonctions
sensorimotrices affectées par la Iésion (Ohab et al., 2006). Aussi, une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaires régulant la prolifération, la migration,
et la différenciation post-traumatiques des neuroblastes de la SVZ apreés la |ésion du
cortex moteur, a laquelle nous avons contribué en soulighant le réle du couple SDF-
1/CXCR4, permettrait d’envisager |'administration des facteurs identifiés afin
d’amplifier le phénoméne de recrutement des précurseurs endogeénes de la SVZ. De
plus, il serait intéressant d’étudier le phénotype et I'intégration fonctionnelle aux
circuits pré-existants des neurones recrutés, et d’évaluer leur capacité reconstruire
les voies lésées en établissant des projections appropriées.

Enfin, toute la question du potentiel thérapeutique des cellules souches
endogénes dans les processus de réparation cérébrale réside dans la transposition a

I’lhumain des résultats obtenus chez I’'animal.
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Chez le rongeur, en conditions physiologigues, les cellules de la SVZ donnent
continuellement naissance a de nombreux neurones bulbaires. Ces neurones
participent aux performances olfactives, et a I'adaptation olfactive aux conditions
environnementales changeant constamment (Breton-Provencher et Saghatelyan,
2012). La sur-représentation des fonctions olfactives chez le rongeur par rapport a
I"humain pourrait expliquer les différences inter-espéces du systeme SVZ-RMS-BO, le
systeme humain étant moins développé que celui des rongeurs. Si certaines études
ont décrit une SVZ humaine semblable a celle des rongeurs, et la génération de
neurones peuplant continuellement le bulbe olfactif humain via le RMS (Bedard et
al., 2004 ; Bernier et al.,, 2000 ; Wang et al., 2011), la persistance en conditions
physiologiques chez l'adulte de la neurogenése post-développementale et la
présence du RMS sont sujettes a controverse (Bergmann et al,, 2012 ; pour revue,
Macklis et al., 2012 ; Sanai et al., 2004 ; Sanai et al., 2007 ; Sanai et al., 2011).

De maniere intéressante, il apparait cependant que des modifications de la
prolifération cellulaire dans la SVZ peuvent apparaitre en conditions pathologiques
chez ’humain. Ainsi, il a été rapporté une augmentation de la prolifération cellulaire
dans la SVZ corrélée a la sévérité de la maladie chez des patients atteints de la
maladie de Huntington (Curtis et al., 2003), ou aprés lésion ischémique (Macas et al.,
2006). Par ailleurs, la présence de nouveaux neurones immatures dans le cortex
péri-lésionel de patients ayant subi une lésion ischémique a été rapportée, mais les
auteurs n’ont pas étudié la prolifération cellulaire dans la SVZ de ces patients et
I'origine de ces neuroblastes n’est donc pas définie (Jin et al., 2006).

Aussi, si 'on admet que la neurogenése secondaire semble limitée en
conditions physiologiques chez I’humain, nous ne pouvons pas exclure qu’elle puisse
étre réactivée en conditions pathologiques, et étre exploitée a des fins
thérapeutiques. |l faudrait cependant également étudier la capacité des
neuroblastes de la SVZ humaine a migrer vers des sites de lésion éloignés tels que le
cortex. En effet, chez le rongeur, il a été démontré apreés lésion ischémique corticale
que les neuroblastes parcouraient jusqu’a 1mm vers le site de lésion corticale (Ohab
et al., 2006) ; chez I’humain, la distance a parcourir pour atteindre le cortex serait
plus importante. De plus, des différences inter-espéces entre les rongeurs et les

primates semblent exister quand au comportement migratoire des neuroblastes de
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la SVZ puisqu’une étude chez le primate non-humain a montré qu’aprés lésion
ischémique, bien que la prolifération cellulaire dans la SVZ augmente, les
neuroblastes ne quittent pas leur voie normale de migration vers le bulbe olfactif

(Tonchev et al., 2005).

Enfin, le modeéle de lésion du cortex moteur par aspiration que nous avons
utilisé dans ce travail est un modeéle simple et reproductible qui permet de répondre
a des questions fondamentales concernant le développement cortical et les
mécanismes de réparation cérébrale par transplantation neuronale ou la réponse
endogéne du systeme nerveux central en conditions lésionnelles, mais ne
correspond a aucune pathologie humaine. En particulier, la Iésion par aspiration est
une lésion aiglie qui détruit immédiatement les corps cellulaires et les axones
afférents et efférents. A I'inverse, de nombreuses pathologies entrainent des Iésions
progressives comme c’est le cas de maladies neurodégénératives telles que la
maladie de Huntington (pour revue, Raymon et al., 2011) et la maladie de Parkinson
(pour revue, Barzilai et Melamed, 2003), ou aprés ischémie (Carmichael et Chesselet,
2002 ; Salin et Chesselet, 1992 ; Szele et al., 1995). Aussi, les résultats obtenus dans
le modeéle de lésion par aspiration devront étre validés dans des modéles lésionnels
plus proches des pathologies humaines. Ainsi, par exemple, aprés avoir démontré
dans le modele de lésion corticale par aspiration la possibilité de reconstruction
anatomique des voies lésées par la transplantation de neurones corticaux
embryonnaires (Gaillard et al., 2007), de telles capacités de repousse axonale ont été
validées dans un modeéle de la maladie de Parkinson (Gaillard et al.,, 2009 ;

Thompson et al., 2009).
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En conclusion, nos travaux présentent une originalité dans le domaine de la
réparation cérébrale puisqu’ils se sont intéressé a la fois aux mécanismes de
remplacement des neurones |ésés par les cellules souches endogénes, et par
I'apport exogene de cellules par la transplantation. Il a été démontré dans un
modeéle de lésion corticale ischémique chez le rat que la transplantation de cellules
souches neurales embryonnaires humaines favorisait la prolifération des cellules
souches de la SVZ (Zhang et al.,, 2011). Aussi, il serait intéressant d’étudier dans
notre modeéle si les cellules de la SVZ et les neurones transplantés pourraient agir en
synergie pour remplacer les neurones lésés.

De plus, nous avons étudié des mécanismes fondamentaux liés a la
réparation cérébrale par transplantation en tirant avantage d’'un modéle bien décrit,
la transplantation de neurones embryonnaires ; mais avons également exploré le
potentiel de modeéles prometteurs basés sur l'utilisation de neurones dérivés de
cellules souches.

Enfin, notre approche nous a permis d’évaluer le potentiel réparateur des
stratégies de remplacement cellulaire aussi bien a I'échelle cellulaire et moléculaire
qu’a I'échelle fonctionnelle et comportementale.

De nombreuses questions sont encore en suspens avant I'application de ces
stratégies réparatrices a I’humain, et les réponses que nous pourrons apporter
dépendront pour beaucoup des outils technigues dont nous disposerons. Par
exemple, 'optogénétique, qui permettrait I'activation ou l'inhibition des cellules
transplantées, permettrait de disséquer les mécanismes liés a lintégration

fonctionnelle des cellules transplantées (Tgnnesen et al., 2011).
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'

Evaluation du potentiel thérapéutique des stratégies de remplacement cellulaire
dans un modeéle de lésion corticale chez la souris : transplantation neuronale et
mobilisation des cellules souches endogénes '

Les lésions Cerebrales induisent une mort neuronale associée a des déficits fonctionnels Importants
Afin de pallier aux capacités limitées de régénération spontanée des neurones du systeme nerveux
centpal adulte, nous avon's évalué, dans un.modele de lésion par aspiration du cortex moteur chez la
sodris adulte, le potentiel de stratégies de remplacement cellulaire par la transplantation de neurones
embryonnaires ou dérivés de cellules souches, et la mobilisation des cellules souches endogeénes
présentes dans Ja zone sous-ventriculaire (ZSV). L'efficacité des neurones greffés dépend de leur
capacité a adoptér un phénotype neuronal approprié et a établir des projections spécifiques vers
I'héte, Nous avons montré que les cellules gmbryonnaires transplantées immédiatement apres la
lésion dans le cortex moteur lésé se différencient en neurones matures corticaux et envoient des
projections appropriées vers les cibles du cortex motéur. Nous avons montré qu 1ntr0du]re un délai

. i . . ‘= ’
d’une semaine entre la 1ésioh du cortex moteur et la transplantation augmente la vasctlarisation et la,

prolifération des cellules transplantées, alnsi que Ia densité des projections qu’elles développent. Par
ailleurs, nous avons étudié la possibilité de generer des neurones corticaux a partir de cellules seuches
humaines comme source alternative de neurones 3 transplanter. Enfin, nous avons montré que;la
lésign du cortex moteur induit une augmentation de la prolifération cellulaire et de la neurogenése
danslaZSV, et f@Vorise- la migration des neurobldstes de la ZSV vers le site de 1ésibn. - l
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Therapeutic pottential of cell replacement therapigs.ini model of mouse cortical
lesion : neuronal transplantation and mobilization of endogenous stem cells 4
r’ s
Damage to the adult motorfcortex can lead to severe deﬁmts in motor functlon One strategy for
overcoming the generally limited capacity of the mature central'nervous systemto regenerate axons in

response to cellloss is cell replacement based therapies. We studied brain'repair strategies in a mouse °

model of motor cortex aspiration.lesion by using transplantation of embryonic neurons or stem cells-

derived neurons andiby evaluating the potential of endogenous stem célls found in the subventrlcular 3
zone. Neuronal transplantation efficacy depends on the ‘capacity of£e trarf$planted cells to dyvelop ‘

into appropriate neuronal phenotype and establishment of speaﬁc niections. We have shown that

embryonic cells grafted immediately aftert lesion into the lesioned métor Jcortex develop into mature
neurons with'appropriate phenetype and establish projections towards appropriate targets. We ave’
shown that introducing a delay of one week between motor' cortex lesion and transplantation

enhances graft vascularization, grafted cells proliferation” and the /density of transplant-to-host
projections. Besides, we have studied the possibility to generate, cortical neurons ﬂ'om' human stem
cells as an alternative source of neurons for transplantation. Fmally, recruitment of kndogenous stém
cells found in the SVZ was examined in a mouse madel of cortlcal lesion. We have shovm that motor
cortex injury increases cellular proliferation zin;;f neurogenesis in the SVZ and| the migrationof

neuroblasts near the lesion site via blood vessels and astrocytes assisted migration.
I ' |

Keywords : cortical lesion, cell therapy,-!neurondl transplantation, stem cells, subventricular zone
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